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Des changements importants ont été apportés à la parution des Annales. 


I. Série A — ANNALES AGRONOMIQUES. — Les Annales Agronomiques 
ont comporté en 1957 huit fascicules dont six consacrés à l’Agronomie géné- 
rale (science du sol, fertilisation) sous couverture crème et deux à la Physiolo- 
gie végétale sous couverture bleue. La même formule est retenue pour 1958 : 
la série comprendra 6 fascicules sous couverture crème numérotés de | à 6 
pour l’Agronomie générale et 2 annexes pour la Physiologie Végétale sous 
couverture bleue numérotées | et II. 

A partir de 1959, les Annales de Physiologie Végétale constitueront une série 
distincte. 


Série C bis. — ANNALES de L’ABEILLE. — Sous ce titre est créé une nou- 
velle série consacrée à l’Apiculture, destinée à publier les travaux scientifiques 
ettechniques accomplis à la Station de recherches apicoles de BURES-sur-YVETTE 
et à son annexe la Station expérimentale d’Apiculture de MONTFAVET. Elle 
est également ouverte aux chercheurs français et étrangers qui désirent y 
exposer leurs fravaux. = 


Il. Fascicules Hors Série. — Des fascicules consacrés à un même sujet sont pré- 
vus en cours d'année. Les lecteurs des Annales, abonnés ou non, pourront se 
procurer ces différents fascicules contre la somme de 650 Fr. franco chaque. 


SONT PARUS : 


Série C. — LEGAY : La prise de nourriture chez le ver à soie. 


SCHVESTER : Contribution à l’étude écologique des coléop- 
tères scolytides. | 


Série E, — BOURDET : Les constituants puriques et pyrimidiques des 
levures et la dégradation autolytique de l’acide ribonucléique. 


» Les Us d'ouvrages doivent être adressées au Régisseur des publications, 149, rue de Grenelle, 
aris-VIIe, ; 


Règlement : par chèque bancaire à l'ordre du Régisseur des publications, par virement postal, 
à son compte courant : Paris 9064-43 ou par bons U.N.E.S.C.O. 
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2 AG 


Le va tel 


ERRATUM 


AVIS AUX LECTEURS 


= 


Le premier fascicule consacré à la Physiologie végétale et paru sous 
x la référence Annales À gronomiques, n° 2 bis doit être considéré comme 
_ l'Annexe I aux Annales Agronomiques. Ie présent fascicule constitue 
l'Annexe IL. l LUE nf Dr 


More même classement sera utilisé pour 1958. À partir de 1959 les K 


nnales de Physiologie végétale constitueront une série distincte. 


\ 
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MÉTHODE RAPIDE D’EXTRACTION 
ET DE DOSAGE DE LA SOLANINE 


PAR 


G. DUCET et S. SEMERE 
Station centrale de Physiologie végétale, Versailles. 


Pour pouvoir analyser un grand nombre d'échantillons de tuber- 
cules, nous avons été conduits à modifier les conditions d'extraction et 
de dosage utilisées par divers auteurs (1, 2) pour doser la solanine. 

La solanine est un glycoalcaloïde que l’on trouve dans plusieurs 
genres de Solanacées, mais plus particulièrement dans Solanum tube- 
rosum. Des recherches récentes de KUHN (3) ont montré que selon la 
nature des groupes glucidiques, on pouvait distinguer : la solanine, 
contenant glucose, galactose, rhamnose, et la chaconine, contenant 
glucose et rhamnose seulement. 

L'aglycone, la solanidine, est le même pour les deux glycoalca- 
loïdes. C’est un corps apparenté aux stérols mais possédant un cycle 
azoté supplémentaire. 

ALBERITI a utilisé le réactif de MARQUIS pour obtenir une réaction 
colorée assez spécifique de la soladinine, qui permet le dosage de la sola- 
nine et de la chaconine. 

Nous utiliserons le terme « solanine » pour la somme des deux al- 
caloïdes de la Pomme de terre (solanine + chaconine). 

La « Solanine » est soluble dans les solutions acides, aqueuses ou 
alcooliques, peu soluble en milieu neutre et pratiquement insoluble 
DÉC 10-10,5: (1): 

Nous avons utilisé ces propriétés pour modifier les méthodes d’ex- 
traction classiques (1 et 2) beaucoup trop longues et nous avons trouvé 
que, par deux broyages mécaniques prolongés en présence d'alcool acé- 
tique, nous extrayons la presque totalité de la « solanine » des tubercules. 
L'alcool acétique d’une troisième extraction dans les mêmes conditions. 
ne contient pratiquement plus de « solanine ». 

Après précipitation par l’'ammoniaque, la « solanine » est redissoute 
dans un acide dilué et dosée par la réaction d'ALBERNI. 
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EXTRACTION 


Sur un échantillon de 200 à 300 g de tubercules (entiers, demi où 
quart de tubercules), on sépare la chair par pelage, au couteau, de ma- 
nière à obtenir une pelure de 1 à 2 mm d'épaisseur. 

1° Pelures. — Jes pelures sont broyées à l'aide du broyeur 
Sorvall « Omni-Mixer », bol acier de 500 ml en présence de 100 cc 
environ d'alcool contenant 3 gouttes (0,1 à 0,2 ml) d'acide acétique 
pur, pendant 10 min. ; la température atteint alors 50 à 600. Le broyat 
est filtré sous vide, sur un entonnoir Buchner, à travers un filtre de pa- 
pier supportant une couche de quelques millimètres d'aide filtrant 
« Clarcel ». Après essorage, le gâteau sur filtre, y compris le clarcel, est 
mis à l’aide d’une spatule dans le bol d'acier avec 100 cc d'alcool acétique 
et rebroyé 10 minutes comme précédemment. 

Nous filtrons de nouveau sous vide avec l’entonnoir Buchner. 

L'extrait alcoolique limpide est évaporé par distillation sous vide 
jusqu’à quelques ml. Le résidu est transvasé dans un becher par lavage 
avec environ 100 ml d’eau et pour finir environ 10 ml d'alcool. Nous 
ajoutons 5 g de sulfate de sodium anhydre et portons au baïin-marie à 
709 pendant 30 minutes, pour précipiter des protéines. 

20 Chair. — La chair de tubercules (environ 200 g), coupée en petits 
fragments, est broyée de la même façon que les pelures, la première 
fois dans un bol en verre de I 1, avec 400 ml d'alcool contenant 0,5 cm® 
d'acide acétique ; la deuxième fois dans le bol d'acier de 500 mi avec 
100 à 150 ml d'alcool acétique. Le filtrat alcoolique est évaporé égale- 
ment par distillation sous vide, après avoir ajouté un antimousse (solu- 
tion de silicones dans l’hexane), puis le résidu est transvasé dans un be- 
cher par lavage à l'eau et à l'alcool, comme indiqué pour les pelures. 
Après addition de 5 g de sulfate de sodium le becher est porté 30 mi- 
nutes au bain-marie à 709, temps au bout duquel un précipité gélatineux 
de protéines plus ou moins coloré s’est formé. 


PRÉCIPITATION 


Les liquides provenant de l'extraction des pelures ou de la chair 
sont laissés à refroidir à température ambiante, puis additionnés de 2 
à 3 ml d'acide sulfurique à 20 p. 100, en agitant. Après repos d'environ 
5 minutes, nous filtrons sous vide sur un entonnoir en verre fritté n° 3 
recouvert d'environ 5 mm de Clarcel, puis lavons 3 fois avec 5 ml d'acide 


A 


acétique à 0,5 p. 100. 

Les filtrats et les liquides de lavage sont transvasés dans un becher. 
Nous ajoutons 10 ml d’ammoniaque à 220B. pure, Nous avons vérifié 
que le pH est alors compris entre 10,3 et 10,6. 
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Le becher est porté au bain-marie à 70° pendant 30 minutes. La 
« Solanine » précipite en flocons. Le becher est retiré du bain-marie, 
recouvert d'un verre de montre pour éviter l’'évaporation de l’ammo- 
niaque et laissé à reposer une nuit. 

Le précipité de « Solanine » est filtré sous vide, sur un entonnoir 
à verre fritté n° 3 recouvert de 5 mm de Clarcel. Nous lavons le becher 
et l’'entonnoir avec 3 fois 5 ml d’ammoniaque à 2 p. 100, puis l’entonnoir 
essoré et le becher sont séchés environ 1 heure à l’étuve à 60° pour 
chasser l’ammoniaque. 

La «Solanine » est solubilisée dans le becher et sur le filtre par 
l'acide acétique à 0,5 p. 100 avec 1 ou 2 gouttes d'acide sulfurique 
à 20 p. 100 et l’on recueille le filtrat, sous vide partiel, dans une fiole 
de 20 cm. 


DOSAGE 


La solanidine, aglycone de la « Solanine », donne avec le formol, en 
milieu sulfurique concentré, une coloration orange (maximum à 500 mu) 
qui vire au rose violacé (maximum à 570 mu). La couleur obtenue pré- 
sente un maximum, puis décroît lentement et au bout de deux jours 
devient orangée (maximum à 525 mu) et présente alors une fluorescence 
verdâtre visible à la lumière du jour. 

Nous avons étudié cette réaction colorée de la « Solanine » et les 
figures 1 et 2 montrent les résultats obtenus. La densité optique est 
mesurée aux diverses longueurs d'onde avec le Beckman « B » en cuve 
de z cm par rapport à un témoin ne contenant pas de solanine. 

La figure 1 indique pour différentes longueurs d’onde la variation 
de la densité optique en fonction du temps. La figure 2 montre le change- 
ment du spectre d'absorption en fonction du temps. 

Nous trouvons que la densité optique à 500 my. décroît rapidement 
tandis qu’elle croît à 570 mu et pour cette longueur d'onde est sensible- 
ment stable de 90 minutes à 150 minutes après le début de la colorimé- 
trie. Pratiquement, il est possible de faire des mesures valables entre 60 
et 180 minutes après le début de la réaction colorée. 

La figure 3 montre l’évolution de la coloration après 3 jours : nous 
voyons de nouveau un changement du maximum d'absorption. 

La figure 4 donne le spectre d'absorption, mesuré de 10 my en 10 mu, 
après 3 heures. 


Réactifs. 


Acide sulfurique pur à 660B. 
Formol du commerce 30 p. 100 dilué 30 fois. 
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EXTRACTION ET DOSAGE DE LA SOLANINE 
Mode opératoire. 


à 3 cm® de solution acétique. 


145 
Selon la quantité de précipité ammoniacal, nous prenons de 0,2 


500 


400 


450 475 500 


550 575 600 450 475 500 
my 400 
FiG. 2. 
DO. 
500 


550 575 600 


my 


350 


400 450 500 


700 
my 
Fic. 3. 
Cette prise d'essai complétée à 3 emÿ avec de l'acide acétique à 
0,5 p. 100, est placée dans un becher maintenu à 0° sur un agitateur ma- 
agitation rapide. 


gnétique. Nous ajoutons, goutte à goutte, 6 cmÿ d'acide sulfurique, avec 
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Une minute après la fin de l'addition de SO,H,, nous ajoutons, 
goutte à goutte, dans les mêmes conditions de température et d’agita- 
tion, 3 cm de formol à I p. 100. 

Le contenu du bécher est alors transvasé dans un tube à essai pour 
diminuer la dilution due à l'absorption de vapeur d’eau par le mélange 
sulfurique. 


1000 
D.0 


.500 


400 450 500 .. 550 575 600 m.u 


Fic. 4. 


Avec deux burettes graduées pour ajouter SO,H, et le formol et 
deux agitateurs magnétiques, il est possible d'effectuer la colorimétrie 
de douze échantillons et de trois témoins (0,1 et 3 mg de solanine) en 
60 minutes. La colorimétrie est effectuée entre 30 et 60 minutes après la 
fin de la dernière réaction colorée et dure environ 30 minutes pour 15 
lectures. 

Nous la pratiquons soit avec le « Coleman Junior », soit au Beck- 


man B, et successivement à 450 et 570 mu, ce qui permet de déceler des 
colorations éventuellement aberrantes. 


CHROMATOGRAPHIE 


PACECHNITCHENKO et GOUCEVA (4) ont séparé Solanine et Chaco- 
nine par chromatographie sur papier. Nous avons appliqué leur tech- 
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nique à nos préparations et nous avons également trouvé que les 
échantillons de « Solanine », extraite de tubercules, renferment les déux 
glycoalcaloïdes, avec d’ailleurs prépondérance de l’x chaconine. 

Technique. — Nous utilisons du papier Whatman n° 4, tamponné 
(par trempage, puis dessiccation à 1302) avec PO,H,K M/2. 


Solanine 


Chaconine 


FiG. 5. — S : solanine pur. — A : « solanine » de pelure. — B : «solanine» de chair. 


En chromatographie ascendante, il y a séparation des taches, mais 
‘insuffisante pour permettre une élution en vue du dosage. Nous utilisons 
donc la chromatographie descendante. Le solvant est un mélange de : 


Acétate d’ éthyle pur 55 cm? 
* Acide acétique 10 cm° 
Eau, environ -9 à 9,5 cmŸ 


Dans ces conditions, il n’y a pas démixion en deux phases. 
La solution acétique de Solanine brute est amenée à “Ér 10,4 
avec quelques gouttes d’ammoniaque concentrée dans un tube de centri- 
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fugeuse : le précipité est lavé deux fois par mise en suspension dans l’am- 
moniaque à 0,5 p. 100 et centrifugation. Le culot est desséché pendant 
une heure sous vide sulfurique pour éliminer les traces d'ammoniaque, 
puis il est dissout dans le minimum (1 ml) d'alcool acétique (100-1). De 
cette solution exactement mesurée, une partie aliquote (50 à 100 ml) 
prélevée avec une micropipette est absorbée en tache ou en bande sur le 
chromatogramme. La feuille de papier, dont le bord inférieur a été den- 
telé, est placée dans la cuvette ; nous équilibrons environ une heure avec 
une partie de solvant placée dans le fond de la cuve à chromatographie, 
puis le solvant est placé dans la cuvette et on le laisse couler une nuit 
(de 15 à 18 heures). 

La révélation se fait après séchage à l'air du chromatogramme, 
par pulvérisation d’une solution saturée de chlorure d’antimoine dans le 
chloroforme et chauffage vers 60 à 70° quelques minutes : les glycosides 
de la Solanidine donnent une coloration rouge vermillon assez sensible, 
visible déjà pour 10 y de solanine par cm°. 

La figure 5 montre un chromatogramme obtenu avec la Solanine 
pure et la « Solanine » extraite de tubercules. Nous avons dans ce cas 
deux taches. Nous avons pu faire une chromatographie semi quanti- 
tative. Après révélation de taches isolées pour marquer les emplacements 
respectifs de la solanine et de la chaconine, les bandes de papier cor- 
respondant aux deux composés sont éluées avec l'acide acétique à 
0,5 p. 100 et l’éluat dosé colorimétriquement. Nous avons vérifié qu'après 
élution les bandes de papier ne donnent plus de réaction colorée avec le 
chlorure d’antimoine. 

Les résultats montrent qu'il y a environ deux fois plus de + chaco- 
nine que de solanine, et ce aussi bien pour les germes, la chair et la peau 
des tubercules. 


DISCUSSION 


La méthode que nous proposons a été utilisée pour doser la « Sola- 
nine » dans un grand nombre d'échantillons de tubercules des variétés 
Bintje et Rosevale. 

La « Solanine » est pratiquement complètement extraite par deux 
extractions avec l'alcool acétique comme nous le décrivons. Une troi- 
sième extraction avec 200 cm® d'alcool acétique ne donne aucun précipité 
avec l’ammoniaque à pH : 10,4. Initialement, nous extrayons les tuber- 
cules avec des portions successives de 200 cm d'alcool acétique et déjà 
dans ces conditions la première et deuxième extractions séparaient plus 
de 90 p. 100 de la « Solanine » totale. 

Les filtrations sont faites sur entonnoir filtrant avec une couche 
de « Clarcel » plutôt que sur filtre plissé. Le colmatage du Clarcel produit 
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par les protéines précipitées au sulfate de soude est éliminé avec un agita- 
teur de verre et la filtration est assez rapide. De même, la redissolution 
de la « Solanine » précipitée et filtrée sur Clarcel est facilitée par mise en 
Suspension du Clarcel sur l’entonnoir filtrant, avec l'acide acétique à 
0,5 p. 100. Nous avons vérifié plusieurs fois que le Clarcel n’absorbait 
pas la solanine. 

Pour la colorimétrie, nous utilisons de préférence le Coleman Junior. 
La couleur étant développée dans l'acide sulfurique concentré, la mani- 
pulation des tubes de colorimètre est moins dangereuse que celle des 
cuvettes du Beckman B, cuvettes à faces parallèles soudées assez fra- 
giles. 

Les changements rapides de spectre à 500 et 575 mu expliquent 
l'allure de la courbe donnée par DABBs et HiLroN (2). Ces auteurs tra- 
vaillent avec un colorimètre dont le filtre a un maximum de transmission 
vers 525 my, ce qui correspond à une très large bande passante englo- 
bant la région des 500 et 575 mu. Comme l'absorption est plus forte à 
500 my qu'à 575 my, la courbe obtenue présente un maximum au bout 
de 50 minutes puis décroît, ce qui implique de faire la colorimétrie après 
un temps strictement déterminé. Nous obtenons au contraire un assez 
large plateau à 575 mu en fonction du temps, ce qui simplifie la mesure 
colorimétrique. 

L'absorption moléculaire, calculée pour un poids moléculaire théo- 
rique de 885, est de 5,050 pour une cellule de 1 cm d'épaisseur, ce qui 
correspond à une densité optique de 0,475 à 570 my pour un mg de sola- 
nine dans les conditions de nos essais (3 em® de prise d’essai, 6 cm$ d’acide 
sulfurique, et 3 cm® de formol à 1 p. 100). Ces résultats sont sensiblement 
en accord avec ceux obtenus par WOLF et DUGGAR (1). 

La méthode est assez rapide pour qu’une technicienne puisse ex- 
traire et doser 10 à 12 échantillons en deux jours, en disposant d'un 
broyeur, d’un bain-marie réglé à 70° avec 6 à 10 places, de deux appareils 
pour distiller l’alcool sous pression réduite. 


RÉSUMÉ 


Nous indiquons une méthode d’extraction rapide et quantitative 
de la solanine, basée sur la solubilité du glycoalcaloïde dans l'alcool 
acétique. 

Après précipitation entre pH 10 et 10,4 de la solanine, le glycoal- 
caloïde purifié est dosé colorimétriquement. Nous montrons qu'en lu- 
mière sensiblement monochromatique, le maximum de coloration est 
obtenu en 90 minutes et que la coloration est alors stable pendant 


environ 2 heures, 
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Note ajoutée pendant l'impression 


Un article de 1955 (!) sur le dosage de la solanine, indique une adsorption 
de solanine sur les protéines précipitées au sulfate de sodium. Nous avons 
vérifié que, dans nos conditions expérimentales, il n’y avait pas de solanine 
adsorbée sur ce précipité. 

Le Docteur SCHREIBER de Mühlhausen nous a également signalé que la 
« solanine » n’était pas complètement précipitée par l’ammoniaque à pH 10,4, 
tandis que la solanidine l’est. Sur deux fractions d’une même extraction, nous 
avons opéré la précipitation ammoniacale soit directement, soit après hydrolyse 
de 2 h. au B. M. en présence de SO,H, (concentration finale 5 p. 100). Les 
résultats du dosage de solanine ont été les mêmes dans les deux cas : 32,6 mg 
et 33,1 mg. Nous ne jugeons donc pas nécessaire d'effectuer l’hydrolyse de la 
solanine avant la précipitation ammoniacale. 


() BAKER (L. C.), LAMPIT (Lr H.) et MEREDITH (0. B.). — J. S. Food. Agric. 1955, 4, 197. 
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NOTE SUR L’ABSENCE DE POTASSIUM 
DANS LES CHLOROPLASTES 
DE DIFFÉRENTS VÉGÉTAUX 


PAR 


J. BOSQUET (*) 
Station centrale de Physiologie Végétale, Versailles. 


Des travaux datant des années 1925 à 1938 (I, 2, 3) avaient montré 
qu'avec les techniques de dosage du potassium utilisées à l’époque, en 
particulier le dosage par le cobaltinitrite, il n’était pas possible de déceler 
de potassium dans les chloroplastes. 

Il nous a semblé intéressant de reprendre ces résultats en utilisant 
des méthodes de dosage plus fines du potassium, à savoir les dosages 
par spectrophotométrie de flamme et par radioactivité. 

Nous avons extrait les chloroplastes à partir de limbes foliaires en 
utilisant la technique suivante (2,4) : 

1° Broyage dans l’eau avec un broyeur à hélice. 

20 Séparation des débris grossiers, par filtration sur une percale. 

3° Centrifugation à basse vitesse, séparant principalement les débris 
cellulaires, les noyaux et l’amidon. 

49 Centrifugation à grande vitesse, séparant principalement les chlo- 
roplastes (5). 

Les chloroplastes ainsi obtenus sont lavés deux fois. Le surnageant 
obtenu à l'issue de ces manipulations est un liquide clair, renfermant 
entre autres choses des mitochondries et des protéines. 

Les quantités de potassium dosées par spectrophotométrie de flamme 
dans les différentes fractions telles qu’elles viennent d’être définies sont 
données dans le tableau page suivante. 

I1 ressort de ces chiffres qu’il n’y a pas de potassium présent dans les 
chloroplastes, tout au moins à l’état lié (6). 

Nous avons complété cette expérience en analysant les feuilles d'un 
pied de tabac sur lequel avait été pulvérisée une solution de chlorure de 
potassium marqué par du potassium 42. Les limbes ont été prélevés huit 
jours après le traitement. 


(1) Ingénieur à la Société d'Études Chimiques pour l'Industrie et l’Agriculture (S.E.C.P.I.A.) 
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Quantités de K en p. 1 000 de la matière sèche 


Blé Tussilage | Tussilage | Tussilage Tabac 
Résidu sur percale.…................. 12,6 6,1 47 54 7,8 
Culot à basse vitesses res 2,3 1,2 2,9 1,4 51 
Chloroplastes ....:...,......,.... 0,1 0,3 0,0 0,0 0,0 
Liquides de lavage................... 0,7 non lavé 0,25 0,26 0,26 
SUMATEANT A EE ar tee er 73,0 38,9 33:71 33,7 21,0 
Potassium total obtenu par addition 
des quantités trouvées dans les diffé- 
rentes fractions 7.070.002 88,7 45,6 40,6 40,8 34,2 
Potassium total dosé sur des limbes 
CHIC rase: n/a corne 03,7 48,1 41,4 41,4 36,0 


De plus, nous avons varié le milieu dans lequel se fait le broyage, de 
manière à comparer les teneurs des liquides de lavage des chloroplastes 
aux teneurs du surnageant. 

Nous avons utilisé les 3 milieux suivants : 

a) l'eau bipermutée, 

b) un tampon saccharose M/5 à pH : 7, 

c) une solution à 20 p. 100 de polyglycol de masse moléculaire 4 000. 

Le tableau ci-après donne les radioactivités (nombre de désintégra- 
tions par seconde) par gramme de matière fraîche. 


Extraction au tampon 


Extraction à l’eau cas ES 7: Extraction au polyglycol 
Culot (à basse vitesse)... 22 33 62 62 
Chloroplastes ............ 83 I 18 Co) 
Liquides de lavage........| non lavé non lavé 41 non lavé 18 
SUTDAUCANT. denses ss 24 000 23 800 12 000 12 000 4 950 5 000 


Il ressort de ces chiffres que : 

19 On retrouve tout le potassium, qui semblerait être dans les chlo- 
roplastes non lavés, dans les liquides de lavage. 

2° La radioactivité totale retrouvée n’est pas la même dans les trois 
cas, car le rendement de l'extraction décroît quand la viscosité du milieu 
augmente. 

On constate que lesconcentrationsen potassium des liquides de lavage 
sont proportionnelles aux concentrations des surnageants. 11 semble donc 
que le potassium de ces liquides de lavage provienne du surnageant qui 
mouillait les chloroplastes. 

Ces deux observations confirment la première partie de notre expé- 
rience, à savoir que l’on ne peut déceler de potassium dans les chloro- 
plastes. 

C'est-à-dire que nous sommes en droit de penser que s’il existait du 
potassium dans les chloroplastes, sa concentration ne serait passupérieure 
à un milliardième, soit un mg/kg de chloroplastes secs. 
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SUR LA BIOCHIMIE DU VÉGÉTAL 


PAR 


P. GOUNY 


avec la collaboration technique de Mile $. MARS 
Station d’Agronomie et de Physiologie végétale, Antibes 


PLAN DU MÉMOIRE 
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D. — La balance acido-basique, 
E. — Les glucides. 

IV. — Discussion et conclusions. 

Bibliographie. 


I. — GÉNÉRALITÉS 


L'alimentation azotée de la plante peut être assurée à partir de di- 
verses combinaisons chimiques : nitrates, sels ammoniacaux, molécules 
organiques simples. La possibilité d'utilisation de ces diverses sources 
d'azote a été maintes fois signalée ; cependant suivant la nature de l'azote 
utilisé le métabolisme général du végétal est susceptible de subir de pro- 
fondes modifications. 

Dans un mémoire antérieur (5) nous avons étudié les particularités 
présentées par les plantes recevant une nutrition azotée exclusivement 
ammoniacale. L'extension prise par l'emploi de l’uée en agriculture, nous 
a conduit à poursuivre ces recherches par l'examen des possibilités d’uti- 
lisation directe de l’azote uréique par la plante. 

SOUBIES, GADET et LENAIN (7) ont montré que l'azote uréique 
apporté au sol se transforme très rapidement en azote ammoniacal, 
puis nitrique. Étant donné la vitesse de ces processus, l'emploi de l'urée 
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dans la pratique agricole ne présente pas de difficultés. Mais on admet 
généralement que l’urée peut en outre, participer directement à l'ali- 
mentation azotée de la plante, soit que celle-ci l’absorbe par l'intermé- 
diaire des racines, soit que l’urée soit apportée en pulvérisation sur le 
feuillage. Dans ces conditions, il est intéressant de connaître le compor- 
tement de l'organisme végétal soumis à ce mode particulier d’alimenta- 
tion azotée. Nous examinerons ici le problème de l’urée sous ce seul angle 
qui ne préjuge en rien de son emploi comme engrais. 

Étant donné l'étroite parenté chimique de l’urée et des sels ammo- 
niacaux, il est intéressant de faire précéder cette étude par un bref rappel 
des résultats obtenus avec la nutrition ammoniacale. 

Les possibilités d'utilisation de l’azote ammoniacal dépendent du 
pH du milieu nutritif. Au-dessous de la neutralité l'analyse de la plante 
montre une réduction de la teneur totale en cations K, Ca, Mg, et un dé- 
ficit en anions organiques. La conjugaison de ces deux effets entraîne 
une augmentation de l'acidité du suc cellulaire préjudiciable à la végé- 
tation. Lorsque le pH du milieu nutritif est supérieur à la neutralité, 
ces particularités s’effacent et les accidents végétatifs disparaissent. 
D'autre part, quel que soit le pH, on observe une augmentation du taux 
d'azote total de la plante. Cette augmentation porte principalement sur 
la fraction organique soluble, le taux d'azote protéique se maintenant 
constant. 

Les informations que l’on possède actuellement sur l’utilisation 
directe de l’urée par la plante sont encore assez sommaires. KElles se li- 
mitent en général à des observations sur le rendement des cultures de 
tissus recevant une nutrition uréique, la tolérance des végétaux à l’urée, 
la plus ou moins grande vitesse de disparition de l’urée apporté à un 
instant donné, sur le feuillage de végétaux ayant reçu jusqu'alors une 
alimentation azotée minérale. 

C'est ainsi qu'en 1951, FRANK, RIVER et DYE (3), ont montré qu’en 
culture de tissus, la tolérance à l’urée est très variable. La concentration 
optimale variant de 0,001 M à 0,016 M. 

De même, en 1953, HINSVARK, WITTWER et TUKEY (6) observent 
que la tolérance des plantes aux pulvérisations d'urée est extrêmement 
variable suivant les espèces. La première étape de l'utilisation de l’urée 
serait son hydrolyse en carbonate d’ammonium par l’uréase. D'après 
l'hypothèse émise par ces auteurs, les espèces non tolérantes à l’urée, 
seraient celles où cette réaction serait particulièrement rapide, et les 
dégâts observés seraient dus à l’action des produits d'hydrolyse. Ce serait 
le cas du maïs. 

La même année, BOYNTON, MARCOLIS et GRUSS (1) ont étudié la 
vitesse de disparition de l’urée après une pulvérisation sur le feuillage 
et montré l'enrichissement parallèle des tissus en acides aminés et azote 
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soluble pendant les heures et les jours qui suivent le traitement. Des 
observations identiques furent faites par CAIN (2) en 1956. 

Enfin il ressort de la mise au point faite en 1955 par WEBSTER (8) 
que les travaux actuellement effectués ont trait essentiellement aux 
seuls processus d'utilisation de l’urée pour la synthèse des protéines. 
Par contre les modifications subies par l’ensemble de la biochimie du 
végétal du fait que l’urée se substitue à l’azote minéral dans son alimen- 
tation, ne semblent pas avoir été examinées jusqu’à présent. 

L'exemple de la nutrition azotée ammoniacale nous a cependant 
montré que ces deux aspects de la question méritent de retenir également 
l'attention. 

La possibilité d'utilisation à wn instant donné d'une forme d’azote 
déterminée, n'implique pas en effet que celle-ci puisse constituer le mode 
d'alimentation essentiel de la plante tout au long de son existence 
Il nous a donc paru intéressant de préciser dans le cas de l'urée, les réper- 
cussions que peut avoir son utilisation sur le métabolisme général de la 
plante. C’est le seul objectif que nous nous sommes assignés dans ce travail, 
faisant ainsi abstraction des modalités d'absorption de l’urée par le végétal 
et de ses processus d'utilisation. 


Il. — MÉTHODES ET TECHNIQUES 


Lorsqu'on se propose d'étudier les conditions dans lesquelles l’urée 
fournie à un végétal peut être assimilée et transformée en azoté protéique, 
et la suite des réactions aboutissant à cette transformation, il y a lieu 
d'utiliser comme matériel expérimental un végétal ayant reçu jusqu'alors 
une alimentation azotée normale. 

Notre but est, au contraire, d'étudier l’ensemble des modifications 
subies par la biochimie du végétal du fait de la nutrition azotée uréique, 
que celle-ci soit assurée directement par les racines ou par les pulvérisa- 
tions sur le feuillage. Pour que ces incidences biochimiques se manifestent 
avec suffisamment de netteté, il est nécessaire que l’urée constitue la 
source exclusive d'azote pendant la plus grande partie de la vie de la 
plante. 

A cet effet, nous avons repris le dispositif expérimental de culture 
en milieu artificiel avec solution coulante décrit dans nos travaux anté- 
rieurs (4-5). Les pots de culture renfermaient du sable siliceux pur lavé 
aux acides. Une série parallèle renfermait du sable additionné de carbo- 
nate de calcium précipité à raison de 2,5 p. 100. 

Trois formules de solution nutritives étaient utilisées. Les deux pre- 
mières renfermaient 28 mg d'azote par litre, soit sous forme nitrique, 
soit sous forme uréique. L,a troisième ne renfermait pas d'azote, les plantes 
recevant des pulvérisations régulières d’une solution d’urée à 3 p. 1000, 
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Cette concentration est suffisamment faible pour éviter tout dommage 
direct au feuillage. Le nombre des pulvérisations était calculé de manière 
à couvrir très largement les besoins de la plante. 

Les solutions nutritives avaient la même composition ionique, 
sauf remplacement dans le cas des plantes alimentées avec l'urée, de 
l’anion NO; par l'anion C1. 


III. — RÉSULTATS 


Les essais ont été effectués avec du maïs, des pois et du lupin. Il 
apparaît immédiatement que la nutrition uréique — en dehors de toute 
possibilité de transformation de cette forme d'azote en azote ammoniacal 
ou nitrique — ne permet à elle seule qu'un développement insufhisant 
de la végétation. I//alimentation exclusivement uréique a toujours donné 
des plantes chétives et malingres. De meilleurs résultats ont été obtenus 
avec l’urée dans la solution nutritive qu’en pulvérisations : le pois a eu le 
meilleur comportement, la végétation du maïs a été chlorotique, 
le lupin a présenté des accidents végétatifs (nécrose des feuilles). 

Nous nous bornerons à faire essentiellement état des résultats ana- 
lytiques obtenus avec les cultures de maïs. Le pois et le lupin ont fourni 
des résultats différents, mais le sens général des observations que nous 
avons pu faire sur la biochimie de la plante, reste le même. 


A. — Rendement 


Pour comparer la production de la masse végétale produite, nous 
avons fait figurer dans le tableau I les rendements en matière sèche par 
pot de culture. 

TABLEAU I 
Rendement obtenu suivant le mode d'alimentation 
(en grammes de matière sèche par pot de culture). 


Culture Culture 
sur sable pur sur sable calcaire 
Alimentation mitrique 4,160... este 63,5 72,5 
Alimentation uréique (racines) ........................ 44,0 57,5 
Alimentation uréique (feuilles) :...:.,...,..,.....4.... 18,0 24,0 


B. — Les formes d’azote dans la plante 


Pour l'étude des formes d'azote, nous avons déterminé l'azote total, 
l'azote nitrique et l'azote organique soluble. L/'azote uréique a été déter- 
miné séparément et nous ne l'avons pas englobé dans l'azote organique 
soluble. 


TABLEAU II 


Formes d’Azote dans la plante (en p. 100 de matière sèche). 
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Lupi A (sur sable seulement) 
FIG. 1. — Variations relatives du taux d’azote total en fonction du mode d’alimentation. La Valeur 100 
pour chaque type d’organe considéré le taux d’azote des végétaux cultivés sur sable 
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Les feuilles, les tiges et les racines des plantes ayant reçu une ali- 
mentation azotée uréique ont un taux d'azote protéique inférieur à celui 
trouvé dans les plantes ayant reçu une alimentation nitrique. Le taux 
d'azote organique soluble présent dans tous les organes, subit également 
une très forte diminution. Il est intéressant de rappeler que des résultats 
opposés avaient été obtenus avec l'alimentation ammoniacale. Celle-ci 
permettait d'assurer la constance du taux d’azote protéique et s’accom- 
pagnait en outre d’une forte augmentation du taux d’azote soluble. 

En ce qui concerne l'azote ammoniacal contenu dans la plante, les 
quantités détectées demeurent toujours minimes quel que soit le mode 
de nutrition. L'urée elle-même n'existe qu'à l’état de traces chez les végé- 
taux recevant une alimentation uréique par les racines. Elle ne subsiste 
en quantité appréciable que dans les feuilles des végétaux ayant reçu les 
pulvérisations d’urée (N uréique — 0,24 p. 100). Nous n'avons pas fait 
intervenir cet azote uréique dans l'azote organique soluble du tableau 
précédent, mais il intervient dans l'azote total dont il relève le taux. 

Le graphique n° 1 montre les variations relatives du taux d'azote 
total chez les diverses espèces végétales expérimentées. Les résultats 
obtenus avec les lupins cultivés sur pots calcaires ne sont pas reportés 
sur ce graphique, car la chlorose calcaire de ces végétaux rend plus com- 
plexe l'analyse des résultats obtenus. 


C. — Composition minérale de la plante 


Les résultats obtenus dans la composition minérale de la plante sont 
groupés dans le tableau III. 


TABLEAU III 


La composition minérale de la plante. 


Nitrique Uréique (racine) Uréique (feuilles) 


Mode d'alimentation : 
Sable Sable Sable Sable Sable Sable 


pur calcaire pur calcaire pur calcaire 
Acide LE ae (p. 100 de M. S.) 
Moules Nue sde den à 0,27 0,25 0,33 0,29 0,65 0,44 
Tiges à ne 0,37 32 37 0,38 0,66 0,54 
Pr SD ONE EP RE 0,1 0,1 0, À 
Total des cations (m.e. p. 100g. de M.S.) : $ | At 2 ue 
HELLO Sen: seen 119 118 99 110 113 115 
ESPOIR PT SP 112 110 104 129 140 132 
RACINES domine etes tee eine 66 — 52 — 84 Le 
Potassium (m. e. p. 100 g. de M.S.) 
LT CNE PO ot ec AE 29 27 38 87 63 60 
PL SR EPA ir NME contre 30 27 49 45 79 71 
CA CE PO OR 9 8 15 9 45 30 
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Cette prépondérance prise par le potassium est encore plus marquée 
si l’on examine non le taux absolu de potassium, mais le rapport Ca/K. 
Ces rapports sont reportés dans le tableau IV. Nous avons également fait 
figurer ceux obtenus avec le pois et le lupin. Le graphique 2 illustre les 
variations relatives du rapport Ca/K. (Il n’a pas été fait mention des rap- 
ports Ca /K des racines des végétaux cultivés sur pots calcaires, car ceux- 
ci sont faussés par les particules de carbonate de calcium emprisonnées 
dans le chevelu radiculaire.) 


TABLEAU IV 
Rapport équivalentaire Ca/K. 


k | + î 
Nitrique Uréique (racines) |  Uréique (feuilles) 
Mode d’alimentation > Sable | Sable Léi exe 
Sable pur | calcaire | Sable pur | calcaire | Sable pur | calcaire 
| 
| 
Mais : | 
Feuilles. eme LT 1,9 0,8 1,1 0,5 0,6 
Tiges see 1,3 157 0,6 | 1,0 0,4 0,5 
Racmes.. "17:77... 3,0 — 0,7 | _ | 0,3 —- 
Pois : k | | 
Feuilles et tiges...... 3,0 3,6 | 2,4 2,4 2,2 2,7 
Racines. MAR. 0,8 — | 0,6 | — | 0,6 — 
Lupin : | 
Feuilles DNS OR 2,0 — 1,4 — | 1,3 — 
HiDes se Pere s 0,8 — 0,6 | — 0,5 — 
RACROS Eee res 1,5 — 0,5 — 0,3 — 


Les variations les plus faibles du rapport Ca/K en fonction du type 
d'alimentation sont observées chez le pois, espèce qui des trois étudiées, 
avait le mieux supporté la nutrition azotée uréique. 


D. — Balance acido-basique à l’intérieur de la plante 


L'étude de la balance acido-basique (tableau V) permet d'observer : 

a) une forte diminution du taux d’anions organiques totaux, 

b) une augmentation sensible du pourcentage d’anions organiques 
libres, particulièrement marquée lorsque l’urée est fournie en pulvérisa- 
tion. (ce qui entraîne une tendance à l’acidification à l’intérieur du végé- 
tal.) Mais cette augmentation est inférieure à celle précédemment obte- 
nue avec l'alimentation exclusivement ammoniacale, Enfin comme dans 
le cas de la nutrition ammoniacale, cette augmentation est réduite en 
présence de calcaire, 

c) une diminution du taux d’anions organiques combinés, beaucoup 
plus accentuée que la diminution du taux global de cations, signalée dans 
le pragraphe précédent. Cela indique l'existence dans le végétal d’un 
taux élevé d’anions minéraux. 


Le graphique 3 montre les variations relatives du taux d’anions 
organiques chez le maïs. 


163 


LA NUTRITION AZOTÉE URÉIQUE 


(ANNEXE II, 1957) 


IIIIIKK 7) 2327 ; 
DNNINSSNN # N 3: 
RICE STONES S 2/701JN/ n 
ROSES) EBAY RS à 

ÉKKK | y 2277 KKKKKK _» 

NN 224 SSH 5 

an I W * Te) 

IS (4) 2227 v 

ï NN) (9 2927 n 

Rss 2nbr4Iy 9 
RÉINJHIIK 7277 IIIKÎKKSESSOSSÇQÇ 

NN KI = 

Se EL RS un 


fs s 28e, 43 SEE 
N © de) 
n 
5 © a \S 
O.Z = LL 
E €. 0 CSA 
N © LEO 
090€ 2< LS 
DS 7e = 
OO = 


cines 


Ra 


Tiges 


Feuilles 
tation chez le maïs. La valeur 100 représente pour chaque type d’organe considéré le résultat 


Fic. 3. — Variations relatives dans la teneur en anions organiques en fonction du mode d’alimen- 
obtenu chez les végétaux cultivés sur sable pur avec solution nitrique. 


164 P. GOUNY (ANNEXE II, 1957) 


TABLEAU V 


Balance acido-basique à l’intérieur de la plante 
(anions organiques en m.e. pour 100 g de M.S.). 


Nitrique Uréique (racines) | Uréique (feuilles) 
Mode 
d'alimentation Sable | Sable | Sable | Sable | Sable | Sable 
pur calcaire pur calcaire pur calcaire 
Anions organiques totaux : 
Halles LA demarrer 104 92 5 87 70 87 
re Re eus done or oc 87 84 70 86 74 88 
RACHIENS 225 Dear raie 50 —— 46 — 55 _ 
Anions organiques combinés : | 
Patnlles eee RON TIR ET 96 100 57 78 59 4 
MISE perce ser 73 73 58 72 60 73 
RACINES +272 en aucune Merde ts 44 — 40 | — 48 
Anions organiques libres : | 
Feuilles: mate. 8 8 9 II 13 
TIGER se penses seme mener 14 II 12 14 14 15 
RACINES oem tie NP EE 6 6 _ 7 
Anions libres en % du total : | 
IREUTIES see A A 8,0 25 \INPI2; 10,5 17,0 15,0 
PES Ferrer 7e Me ee MR à 15,7 1354 AOL T7, 16,3 19,3 7,2 
RACMES MN TL. enr 11,3 -— | 412, — 13,0 —- 


E. — Les Glucides 


L'étude des glucides a porté uniquement sur les formes solubles. 
Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau VI. Ils ne permettent 
pas de mettre en évidence une influence systématique de la nutrition 
azotée uréique sur la teneur en glucides solubles du végétal. Cependant 
on observe les teneurs en sucres les moins élevées chez les plantes ayant 
reçu l’urée en pulvérisation. 

Il y a lieu de rappeler que la nutrition ammoniacale entraîne au 
contraire une baisse sensible du taux de sucres solubles. Cette diminution 
semble d’ailleurs liée à l’augmentation parallèle du taux de molécules 
azotées solubles. 

TABLEAU VI 
Taux de glucides solubles (en p. 001 de matière sèche). 


Nitrique Uréique (racines) Uréique (feuilles) 
Mode d'alimentation Sabl Sabl Sabl 
, Sable Sable able 
Sable pur | calcaire | Sable pur | calcaire | Sable pur | colcaire 
Fe pre - 
Guen remet 3,0 2,3 3,2 ch 2,2 2,3 
ie AE Te 15, 19,0 14,5 15,8 7,0 
NE A AE 3 4,3 7 8 8 
Sucres non réducteurs : “a ï ba M 
HeIIeS 2567 1,0 0,5 3,9 32 1,8 2,4 
RECENSE 4,1 a 4,4 4,5 — 4,8 
_ Racines............, 0,7 0,1 o,1 0,4 0,1 0,2 
sn Us ; 
euilles.........,,... 4,0 2,8 TT 6,3 o 
Tiges rss vos 23,0 22,1 18,0 20,3 : pes 
RACINES tu re desde 6,5 4,4 38 4,2 3,0 4,0 
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IV. — DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


Il ressort de cette étude que l'emploi de l’urée comme wnique source 
d'azote pour la plante, peut difficilement assurer la croissance des trois 
espèces végétales expérimentées. La présence de calcaire dans le milieu de 
culture ne modifie pas le sens de cette observation. 

Au point de vue pratique, ces observations confirment que les pul- 
vérisations d’urée sur le feuillage ne peuvent constituer qu’une formule 
d'appoint, l'essentiel de l’alimentation devant être assuré par les racines. 
Par ailleurs les avantages que peut présenter l’urée comme engrais azoté 
ne sont nullement diminués étant donné l'extrême rapidité de sa trans- 
formation dans le sol. 

L'étude biochimique des plantes alimentées avec l'urée révèle une 
légère modification de la balance acido-basique, une forte diminution 
du taux d'azote et enfin une profonde perturbation dans l'équilibre ca- 
tionique à l’intérieur de la plante: 

19 Comme dans le cas de la nutrition ammoniacale, la balance acido- 
basique à l’intérieur du végétal est déplacée du fait d’une moindre absorp- 
tion des cations métalliques. On observe une tendance à l’acidification 
qui s’atténue par l'introduction de cabonate de calcium dans le milieu 
de culture. 

Dans le cas de la nutrition ammoniacale, cette modification de la 
balance acido-basique semble être l’agent responsable des troubles végé- 
tatifs observés. Dans le cas de la nutrition uéréique, d’autres facteurs 
entrent en jeu. 

29 La réduction marquée du taux d'azote protéique et la chute du 
taux d’azote organique soluble à l’intérieur du végétal traduisent une 
évidente difficulté d'utilisation. Les causes peuvent en être multiples : 
difficulté de pénétration de l’urée à l’intérieur de l'organisme végétal, 
modification de la nutrition minérale du fait de l’absence de l'élément 
polaire NO;, modification du métabolisme liée à l'utilisation de l’urée. 

3° La nutrition uréique s'accompagne enfin de profondes pertur- 
bations dans l'équilibre cationique. I/importance prise par le potassium 
est manifeste. Dans l’état actuel, il semble diffcile de fournir une expli- 
cation pour ce fait expérimental. Les conséquences qu'il peut avoir sur 
l’ensemble de la physiologie du végétal sont également du domaine de 
l'hypothèse. 

Conclusion 


L'analyse des végétaux ayant reçu une alimentation azotée exclu- 
sivement uréique, montre que la plante a un comportement différent de 
celui observé avec l’azote ammoniacal. L'examen des faits observés 
s'avère d’ailleurs beaucoup plus complexe. 
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Les modifications rencontrées dans la biochimie de la plante peuvent 
être liées aux modalités particulières de pénétration de l’urée dans le 
végétal ainsi qu’à son hydrolyse et à ses processus d'utilisation. Il est 
également possible que l'apparition spontanée de produits isomères de 
l’urée dans les solutions nutritives constitue un facteur supplémentaire 
de complexité. 

I1 semble qu’actuellement nos connaissances sur les modalités d'uti- 
lisation de l'urée soient encore trop fragmentaires pour fournir une 
explication valable des faits observés. 
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NOUVEAUX RÉGULATEURS DE CROISSANCE 


PAR 


Georges MOREL 
Station centrale de Physiologie végétale, Versailles. 


La découverte de l’Auxine et son isolement sous forme d'acide indol-acé- 
tique, il y a vingt-cinq ans, ont ouvert un nouveau chapitre de la Physiologie 
Végétale. On tenait enfin cette hormone végétale dont l'existence avait été 
postulée depuis si longtemps ; on allait enfin pouvoir expliquer les mécanismes 
régulateurs de la croissance de la plante, les fonctions de corrélation qui déter- 
minent le développement harmonieux du végétal. 

Pendant vingt-cinq ans, une foule de chercheurs ont étudié les propriétés 
surprenantes de cette substance nouvelle. Ils ont découvert le rôle fondamental 
qu'elle joue dans les phénomènes d’élongation et de division cellulaire, ses effets 
sur la morphogénèse, la néoformation des racines, la croissance des fruits, la 
chute des feuilles, pour ne citer que les plus importants. Au cours de ces re- 
cherches, on s’est aperçu que l’auxine n’explique pas, tout comme certains le 
croyaient au début, et de nombreux travaux laissèrent à penser que d’autres 
régulateurs devaient intervenir dans le développement du végétal. Ces travaux 
ont amené, au cours de ces dernières années, la découverte de deux groupes 
de substances de croissances nouvelles : les Kinétines et les Gibberellines. 


1. — KINÉTINES (!) 
a) Extraction. Synthèse. 


Ce sont des travaux sur la croissance des tissus cultivés 2» vitro qui ont 
amené la découverte des Kinétines. A l’heure actuelle on est parvenu à culti- 
ver les tissus d’un nombre d'espèces végétales assez réduit. Certaines plantes 
se prêtent à ces expériences avec la plus grande facilité : c’est ainsi que les tissus 
de Carotte prolifèrent #n vitro sur des solutions glucosées sans aucune substance 
de croissance ; ceux de Topinambour ont besoin d’auxine ; d’autres, comme 
ceux de certaines monocotylédones, nécessitent en plus des facteurs de division 
cellulaire non identifiés que l’on rencontre dans des extraits naturels complexes, 
comme le lait de coco, l’albumen du maïs ou le malt ; d’autres encore — et ce 
sont les plus nombreux — ne se développent pas du tout dans ces conditions. 

C’est l'étude de la croissance ÿ# vitro de tissus de Tabac qui a mis SKO0G 
et ses collaborateurs (1) sur la voie qui devait les amener à la découverte d’un 


(2) Kinetine vient du grec Kivew mettre en mouvement, exciter. Pour des raisons d’euphonie, cer- 
tains auteurs l’ont transcrite en français « cinetine ». Nous estimons fâcheux de transformer ainsi le nom 
de produits chimiques et préférons garder l’orthographe originale, comme dans Keratineou Krypton. 
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de ces régulateurs : la Kinétine. Lorsqu'on met en culture des fragments de 
tige de Tabac sur un milieu renfermant de l’auxine, ceux-ci prolifèrent en for- 
mant de cals de parenchyme indifférenciés. On constate que les néoformations 
se produisent surtout aux dépens de l’assise génératrice, mais également, à un 
degré moindre, aux dépens de la moelle. JABLONSKI et SKOOG (1) ont remarqué 
que les cultures de la moelle ne prolifèrent que pour autant qu'elles soient en 
contact ou au voisinage d'éléments vasculaires. Des fragments de parenchyme 
médullaire placés sur un milieu de culture qui ne renferme que de l'auxine 
comme substance de croissance peuvent subir un accroissement isodiamétrique 
important si la teneur en auxine est élevée. Leurs noyaux peuvent entrer en 
division, mais il n’y a pas formation de cloisons cellulaires et on aboutit à des 
cellules géantes polynucléées (2). Par contre, lorsque des fragments de tissus 
vasculaires adhèrent au parenchyme médullaire, ou si, même détachés, ils sont 
placés dans le milieu à son voisinage, ce parenchyme se met à proliférer rapi- 
dement et les mitoses sont absolument normales. Il semble donc que les tissus 
vasculaires renferment une substance qui diffuse dans la gélose et qui a la pro- 
priété de provoquer la division des cellules très différenciées de la moelle. Des 
produits naturels variés, tels que l'extrait de malt, de levure ou de lait de coco 
produisent le même effet. Toutefois, l'extraction du principe actif de ces maté- 
riels s’est révélée très laborieuse et semble avoir échoué jusqu'ici. C’est d'une 
autre source plus commode : préparations impures d'acide désoxyribonucléique 
de laitances de hareng, que fut isolée la Kinétine. Utilisant comme test la crois- 
sance de fragments de moelle de Tabac, MILLER, SKOOG et leurs collabora- 
teurs (3) purent aisément faire cristalliser le principe actif. L’A. D. N. brut est 
autoclavé en solution aqueuse, ce qui augmente son activité, puis la solution 
est extraite au Butanol et après évaporation du solvant, chromatographiée sur 
résine échangeur de cations, la Kinétine cristallise dans l’éluat. Les chercheurs 
de l’Université du Wisconsin (4) purent en faire la structure ; ils ont trouvé 
que c’est une purine substituée, la 6-furfurylaminopurine. On peut en réaliser 
la synthèse avec de bons rendements de deux manières (5,7). Tout d’abord 
par la méthode générale de HITCHINGS, qui consiste à traiter, en tube scellé, 
la 6-méthylmercaptopurine par la furfurylamine ; ou par la méthode d’AL- 
BERT et BROWN en condensant la 6-chloropurine avec la furfurylamine. Malheu- 
reusement, aucun des intermédiaires 6-méthylmercapto ou 6-chloropurine n’est 
directement accessible et la synthèse en est assez laborieuse. Ces techniques 
ont permis la préparation d'un certain nombre de purines substituées en po- 
sition 6 : benzylamino, pyridylmethylamino, phenylamino, furfurylthio, etc. (7). 


b) Propriétés Physiologiques. 


Comme nous venons de le voir, la Kinétine est un facteur de division 
pour certaines cellules végétales. En présence d’auxine, elle provoque la proli- 
fération de tissus qui ne se développent pas autrement. Son action commence 
à être sensible sur le Tabac à la concentration de 1 ;/1, la concentration opti- 
male étant entre 20 et 50 y/1. Cet effet sur la croissance, mesuré cette fois par 
l'augmentation du poids sec, a été retrouvé par de Ropp (9) sur les tissus de 
l’axe hypocotylé de Helianthus annuus. 

SKO0G (5) indique qu’en dehors de cet effet spécifique sur la division cel- 
lulaire, la Kinétine joue également un rôle dans d’autres phénomènes, tels 
que la néoformation de bourgeons et des racines, la stimulation dela croissance 
des semis et la germination des graines. 
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Avec C. MILLER, (5 bis), cet auteur a étudié les effets de la Kinétine sur le 
bourgeonnement du Tabac, plante dont les tissus produisent parfois spontané- 
ment des ébauches méristématiques de tiges, lorsqu'on les cultive in vitro. Au 
cours de ces expériences, ils ont constaté que le nombre des bourgeons néo-formés 
dépend de la concentration du milieu à la fois en Kinétine et en auxine, cette 
dernière étant inhibitrice. La concentration optimum en Kinétine est de 0, 5 à 
1 mg/l. Cet effet est d’ailleurs renforcé par certains amino-acides, comme la 
Tyrosine. 

Cette action sur la néoformation des bourgeons a été retrouvée par DANCK- 
WARDT-LILIESTRÔM (6) sur une autre plante Zsatis Tinctoria. Les racines isolées 
de cette plante, cultivées in vitro, régénèrent normalement des bourgeons au 
cours des trois premiers repiquages, puis cette proptiété disparaît comme si une 
substance nécessaire à leur formation et introduite avec l’explantat original se 
diluait peu à peu. I,orsque l’on fournit de la Kinétine à une souche ancienne ne 
formant plus de bourgeons, on constate que, même après le 16€ passage, cette 
propriété réapparaît. Dans ce cas, la Kinétine se comporte donc comme une 
hormone qui, normalement, serait fournie aux racines par la partie aérienne 
de la plante. 

SKINNER et SHIVE (8) ont trouvé que la Kinétine, ainsi que la 6-Benzyl- 
aminopurine et la 6 (2 phényl) aminopurine augmentaient le nombre de bour- 
geons donnant naissance aux capsules d’une Mousse (Tortella caespitosa). 
D'après les mêmes auteurs, certains de ces dérivés stimulent la croissance des 
racines de Tomate cultivées in vitro ou favorisent leur ramification tandis que 
d’autres sont inhibiteurs. 

On sait que le développement des bourgeons latéraux d’une tige est inhibé 
par la croissance du bourgeon terminal. Lorsqu'on supprime ce bourgeon ter- 
minal, cette dominance apicale disparaît, mais une application d’auxine sur 
la tige sectionnée la rétablit. WiCKksoON et THIMANN (0) ont montré que la Kiné- 
tine appliquée sur la tige décapitée et traitée à l’auxine supprimait l'inhibi- 
tion auxinique. 

Bien que ce soit l’action de la Kinétine sur la division cellulaire qui ait été 
tout d’abord reconnue, et qui ait permis son isolement, cet effet ne représente 
qu'un aspect des propriétés de ce régulateur de croissance. On sait que plusieurs 
phases du développement de la plante sont sous le contrôle de la lumière rouge. 
Les spectres d’action de ces divers phénomènes, photosensibles, tels que l’ex- 
pansion du limbe des feuilles (11), la germination de certaines graines (12) et 
la formation des ébauches florales ont beaucoup de similitude, pour tous ces 
phénomènes l'effet des radiations rouges, maximum au voisinage de 6 500 À! 
est détruit par des radiations de plus grande longueur d'onde vers 7 350 À. 
C’est ainsi que les graines de laitue, qui ne germent qu'après avoir été irradiées 
par de la lumière rouge à 6 500 À, deviennent incapables de germination lorsque 
ce traitement est suivi d’une seconde exposition à 7 350 Aù 

Dowxs (10) a montré d’autre part, que des plantules de Haricot qui 
se développent dans l'obscurité complète sont extrêmement étiolées ; après 
10 jours de culture l’axe hypocotylé est extrêmement long, tandis que l'épi- 
cotyle, lui, reste court ; les pétioles des premières feuilles ne s’allongent pas, 
leur limbe ne se déplie pas ; la tigelle reste recourbée en forme d’hameçon 
(fig. 1). , 

Une irradiation à 6 500 À, correspondant à 15. 105 ergs cm? min ! appli- 
quée le 6€ jour après la germination provoque la formation de plantules d'aspect 
normal. Par contre, si elle est suivie d’une exposition à 7 350 À d’une énergie 
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de 2 X 105 ergs cm? min-1, cet effet régulateur disparaît et les plantes traitées 
deviennent semblables aux témoins développés dans l'obscurité complète. 

Ce phénomène a été étudié par LIVERMANN et JOHNSON qui, au lieu d nEx 
liser des plantes entières observaient l'accroissement de disques découpés dans 


Phot. Agric. Res. Serv. U. S. Dept of Agriculture. 


Effet de la lumière rouge sur le développement des plantules de Haricot, d’après R. J. Dows. 
Les plantes ont reçu les traitements suivants : de gauche à droite : obscurité complète 
deux minutes de lumière rouge 6500 A. deux minutes de lumière rouge 6500 À suivie de 
5 minutes de rouge lointain 7350 À 5 minutes de rouge lointain 3350 À. 


des premières feuilles de Haricots étiolés (14). C. MILLER (15) utilisant ce même 
test : accroissement de la surface de disques découpés dans la feuille de Haricot 
étiolé, a découvert que certains produits chimiques avaient des effets analogues 
à l'irradiation de la lumière rouge. C’est ainsi que ces disques, placés dans une 
solution renfermant des sels de cobalt, se développent à l'obscurité complète 
d'une manière comparable à ceux qui ont été irradiés (15) 
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De même, lorsque la solution dans laquelle flottent ces disques renferme 
de la Kinétine, à la concentration de 5.10-5M, ils atteignent en 48 h. une sur- 
face comparable à ceux qui ont été traités par la lumière rouge ; mais alors 
que l'effet du traitement à la lumière rouge est entièrement détruit par une 
irradiation vers 7 350 À. Cette irradiation ne supprime pas l'effet de la Kiné- 
tine. 


TABLEAU I 


Effet de la Kinétine et de la lumière rouge sur la croissance de disques de feuilles 
éhrolées de haricot (d’après €. O. Mixer). 


Concentration en Kinétine Lumière Diamètre 
DRE tre sue alone o 1,05 mm. 
DO EU Lean Diaitet ace tance ie Oo À 2,96 
OO RE PE CEA 5 min. 6 500 À 2,58 
ea ne ne, MS mai 5 min. 7350 À 10,5 
DER Dee a Se D IDE IA ER 5 min. 6500 À 

+5 min. 7350 À ne 
dt doc 20 An In AS D AO 5 min. 7 350 2,49 


La Kinétine n’agit pas seulement sur la croissance des feuilles. MILLER 
a constaté, en traitant des plantes entières, que les autres symptômes de l’étio- 
lement, allongement de l’hypocotyle, courbure de la plantule, etc. dispa- 
raissaient également lorsqu'il les trempait pendant 2 heures dans une solution 
de cette substance. Ainsi, de même que la lumière rouge, la Kinétine semble 
agir sur une des réactions fondamentales qui règle le développement de la plan- 
tule. 


TABLEAU II 


Effet de la Kinétine et de la lumière sur la germination de la graine de laitue 
(d'après €. O. MILLER). 


Concentration en Kinétine Lumière Germination 
rite o Fe do e HD Da ci SO DO CD EE o F9 
DO ee CD senteurs 86 % 

CR it a tee Prose 8 min. 6500 À 96 % 
OR PR de Co vel à 8 min. 6500 À o 

+8 min. 7350 À 7 2 
TOR EM eos muiden see 8 min. 7350 À 83 % 


MILLER a également étudié l’effet de la Kinétine sur un autre phénomène 
photosensible : la germination de certaines graines qui sont sous la dépendance 
des mêmes radiations, comme celles de la Laïtue. Ici, encore, il a constaté qu'un 
trempage dans une solution à 2,5 X 10 5 M avait les mêmes effets qu'une irra- 
diation à 6 500 À. Là aussi, tandis que les effets de cette irradiation à 6 500 À 
sont détruits par une seconde exposition à 7 350 À, l'effet du rouge lointain 
est sans action sur le traitement à la Kinétine. Des analogues de la Kinétine, 
comme la 6-Benzylaminopurine, 6-phénylaminopurine, 6-hexylaminopurine, 
ont des effets identiques sur ces deux phénomènes. Ils semblent donc agir 
sur le même mécanisme biologique. 
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II. — GIBBERELLINES 


A. — Historique. 


Les Gibberellines ont une histoire toute différente. Il existe en Extrême- 
Orient, une maladie du Riz qui se manifeste par des symptômes très curieux. 
Le plus frappant est celui que les Japonais nomment Bakanae, ou plantules 
folles. I1 consiste en un allongement exagéré du chaume, accompagné d'une 
légère chlorose. On reconnaît de loin dans les champs les plantes malades, qui 
paraissent étiolées, et dépassent les autres de 30 cm. Cet aspect est dû à la 
longueur anormale des entre-nœuds ; les feuilles sont aussi plus minces et plus 
longues. Dans d’autres conditions, lorsque la température est peu élevée, les 
symptômes sont différents et la plante présente au contraire un aspect rabougri, 
ce qui explique la rareté du Bakanae sur le Riz en dehors de l’Extrême-Orient. 
Finalement, le parasite cause une grande production de racines adventives 
qui ne s’allongent pas et demeurent fasciées, puis la partie souterraine se né- 
crose et la plante meurt fréquemment. 

Un pathologiste Japonais, Hort (17) montra en 1898 que la maladie était 
due au Fusarium Heterosporum Nees. SAWADA (18) en 1917 découvrit la forme 
parfaite, qu’il nomma Lisea Fujikuroi. WOLLENWEBER (19) dans sa monogra- 
phie des Fusarium, considère que le parasite est une forme de Fusarium moni- 
liforme Sehld et classe la forme parfaite dans le genre Grbberella. Ie Fusarium 
moniliforme attaque une grande variété de plantes, comme le Coton, le Maïs, 
la Canne à sucre, etc. mais l'effet Bakanae ne se rencontre dans la nature 
que sur le Riz. 

Toutes les souches de Fusarium moniliforme ne produisent pas l'effet 
Bakanae. Borrow et al. (20), qui ont examiné l’activité de 21 isolements faits 
à partir de diverses plantes, n’ont trouvé d'activité que dans 9 souches isolées. 
de Riz et 1 de Canne à sucre. 

Les souches cultivées sur milieu artificiel perdent souvent leur activité 
STOLL (21) a montré que l’on pouvait restaurer cette activité perdue en culti- 
vant le champignon sur un milieu à base de Riz. Il est possible que le Riz pos- 
sède un facteur qui favorise la production de Gibberelline. 


B. — Isolement. Structure. 


En 1926, KUROSAWA (22) inaugura la longue série de travaux qui devaient 
aboutir à l'isolement des Gibberellines, en montrant que des filtrats de culture 
du champignon reproduisaient les symptômes du Bakanae sur des plantules 
de Riz et de Maïs. Plus tard, KUROSAWA (23) découvrit que le principe actif 
était stable à la chaleur, à l'exposition à la lumière solaire et même à l’ultra 
violet pendant de courtes périodes. 

À la suite de ces travaux divers biochimistes Japonais : 110, SHIMADA (24- 
25), SETO (26), TAKAHASHI (27), étudièrent les principales propriétés du 
principe actif. Ils découvrirent qu'il est soluble dans l’éthanol, l’acétone, le 
chloroforme, l’éther, l’eau ; qu’on peut l’adsorber sur le charbon et l’éluer par 
différents solvants. Ils recherchèrent également le milieu de culture le plus 
favorable à la production de la substance active. | 

Toutefois, ces essais préliminaires étaient rendus très délicats par le manque 
de test quantitatif, ce qui explique la lenteur des résultats obtenus. 
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C'est vers 1930 seulement qu’un groupe de chercheurs de l’Université de 
Tokio comprenant des organiciens, des biochimistes, des physiologistes et des 
mycologues concentra ses efforts sur l'isolement du principe actif. Ces cher- 
cheurs mirent au point un test quantitatif, basé sur l’élongation de plantules 
de Riz (28) puis étudièrent à nouveau les conditions optimum de production 
de la substance provoquant cette élongation. 

Ils commencèrent par isoler à partir des filtrats un corps fortement inhi- 
biteur (29) qu’ils nommèrent Acide Fusarique. Cette substance, qui est l’acide 
5 n-butyl-picolinique, ralentit la croissance des racines dès la concentration de 
0,1 mg/let se comporte comme une toxine de flétrissement. 

Cette découverte explique la variété des effets, à la fois du parasite et des 
extraits : rabougrissement de la plante dans certains cas et élongation des tiges 
dans d’autres. 

Ces biochimistes mirent ensuite au point une méthode d’extraction (30) 
qui a été suivie, en gros, depuis par tous les chercheurs. Le milieu de culture est 
traité par le charbon actif ; les substances adsorbées sont éluées par le métha- 
nol ammoniacal. Après évaporation du méthanol l'extrait est repris par le 
biocarbonate, épuisé à l’éther pour retirer certaines impuretés, puis la solution 
acidifiée est à nouveau extraite à l’éther et la Gibberelline passe cette fois dans 
la phase éthérée. 

Après 4 ans d'efforts, VABUTA et SUMIKI (31) annoncèrent, en 1938, l’iso- 
lement de deux principes actifs cristallisés, qu’ils nommèrent Gibberellines A 
et B et ils s’attaquèrent immédiatement au problème de la structure de ces 
COTpS. 

Ils découvrirent d’abord que le corps À se transforme en B par chauffage 
modéré en solution légèrement acide. Mais, par chauffage prolongé à l’ébulli- 
tion, À et B perdent toute activité en donnant un composé nommé Acide gib- 
berique (33). Toutefois, ce traitement acide de la Gibberelline À dans certaines 
conditions aboutissait à un composé actif qui fut nommé Gibberelline €. La 
déshydratation par le Selenium produisait un hydrocarbure apparenté au fluo- 
rène, nommé gibberène (34). 

Tous ces travaux furent exécutés pendant la guerre et il fallut attendre 
près de 10 ans après leur publication pour que le reste du monde en prenne con- 
naissance et en reconnaisse l'importance. Vers 1951, deux autres groupes de 
chercheurs, l’un Britannique, comprenant des chimistes, des « Imperial Chemi- 
cal Industries », l’autre Américain, dirigé par STODOLA, du département de 
l'Agriculture, à Peoria, entreprirent également l'isolement de Gibberellines. 

Les chercheurs américains mirent au point une méthode de fabrication à 
partir de cultures submergées et aérées, qui leur permit d'isoler 17 mg/l d’un 
produit cristallin différent des produits japonais par son pouvoir rotatoire (35). 

Ce produit s’avéra être un mélange de différentes substances impossibles 
à séparer par cristallisation. Par chromatographie, SropoLA put le résoudre en 
deux composants : l’un était analogue à la Gibberelline A de SuMIk1, l’autre fut 
nommé Gibberelline X. 

Les chercheurs anglais Curris et Cross (36) isolèrent eux aussi des milieux 
de culture un produit différent des Gibberellines japonaises ; ils nommèrent ce 
produit Acide Gibberellique. Ce produit se trouva être identique à la Gibberel- 
line X de SropoLA. L'équipe anglaise s’attaqua immédiatement à la structure 
de ce composé, et montra que, par déshydratation au Sélénium, il donne le 
même hydrocarbure que la Gibberelline À : le Gibberène. MULHOLLAND et 
WarD (37) identifièrent cet hydrocarbure comme étant le 1-7 dimethyl- 
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fluorène. A la suite de ces travaux, Cross (38) proposa pour l’Acide Gibberel- 
lique la formule provisoire suivante, qui tient compte de toutes ses propriétés : 


Acide Gibberellique 


Squelette du dimethyl fluorène déterminé par déshydrogénation au Selenium 

2 doubles liaisons déterminées par microhydrogénation, 

2 oxhydriles déterminés par méthylation et acétylation, 

1 groupement COOH. 

Et une lactone bicyclique : l’hydrolyse par l’acide chlorhydrique normal 
donne 1 mol de CO, et l’acide allogibberique dont la structure se trouve être la 
suivante : 


OH —CHa 
| | | | 
sr Ÿ 
CH3 ASE CH; Ch3 Fa e 
HO O HO O 
Acide Allogibberique Acide Gibberique 


En déterminant la formule brute de la Gibberelline À qu'ils avaient isolée, 
les chercheurs américains (39) trouvèrent C;9H:30, tandis que SUMIKI avait 
indiqué pour son produit Cs»H»50,. Cette différence engagea les chercheurs 
japonais à réexaminer leur Gibberelline À qui bien que se comportant sans 
changement par chromatographie sur papier dans 10 solvants et par distri- 
bution à contre-courant, donna par esterification trois esters méthyliques sépa- 
rables par chromatographie sur alumine (40). Ces esters hydrolisés produi- 
sirent trois composés différents, biologiquement actifs, nommés A,, À, et A4. 

La Gibberelline A, se trouve identique à la Gibberelline A de SropoLA 
et la Gibberelline A, identique à l’Acide Gibberellique. 

Les formules de ces trois composés résumées dans le tableau suivant ne sem- 
blent différer que par le nombre des doubles liaisons : 

Gibberelline A,, C;9H940; 

Gibberelline A,, Ci9H9gO6 

Gibberelline A, ou Acide Gibberellique C,9H3906. 

Cependant leurs relations ne doivent pas être aussi simples, car les Gib- 
berellines A, et A, hydrogénées donnent des esters méthyliques différents de 
celui de la Gibberelline A, (38-40). 

Quant à la Gibberelline B isolée au début par les chercheurs Japonais, 
elle serait, d’après Cross, identique à l'Acide allogibbérique : mêmes points de 
fusions, même spectres infra-rouges. Il est pourtant troublant de constater que 
l'Acide allogibbérique est entiètement dépourvu d'activité biologique alors 
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que le produit isolé par les chercheurs Japonais est seulement 10 fois moins actif 
que la Gibberelline A. Comme le font remarquer SrowE et VAMAKI (42), ce 
point est très important à éclaircir, car si un composé qui, comme l’Acide allo- 
gibbérique, ne possède pas le cycle lactonique compliqué des Gibberellines 
est cependant biologiquement actif, on peut espérer que la synthèse de produits 
actifs sera alors assez facile. 


C. — Effets Physiologiques des Gibberellines. 


1° Elongation. 


La propriété la plus frappante des Gibberellines est leur action sur l’élon- 
gation des tiges ; c’est, nous l’avons vu, cette propriété qui a amené leur décou- 
verte. Cet effet varie beaucoup d’une espèce à l’autre. Certaines, comme le 
Glaïeul ou l’Oignon, paraissent insensibles, alors que d’autres, comme le Chou, 
semblent après traitement, atteintes de gigantisme (fig. 2). 

En quoi consiste cette élongation. Examinons pour cela le cas du Blé, 
bien étudié par BRIAN et GROVE (43). Lorsqu'on fait germer des grains dans 
une solution renfermant 2 ÿ d’Acide Gibberellique par cc., au bout de quelques 
jours, quand les plantules ont 3 feuilles, on constate que celles qui ont été trai- 
tées sont nettement plus grandes que les témoins (fig. 3). Cette différence de 
taille est due à l'extension des entre-nœuds et des feuilles qui peuvent atteindre 
une fois et demie celle des plantes normales. 

En continuant à traiter régulièrement la plante, en pulvérisant chaque 
semaine une solution à 100 y par cc. d’Acide Gibberellique, on obtient à matu- 
rité des épis 25 p. 100 plus hauts que les épis normaux ; par contre, le tallage 
est réduit dans les mêmes proportions. 

Un grand nombre d'auteurs ont recherché la nature de ce phénomène. 
Dans presque tous les cas où on a pu faire des observations précises, on a cons- 
taté que les cellules des plantes traitées étaient beaucoup plus longues que 
celles des plantes normales. C’est le cas notamment du Riz, qui a beaucoup été 
étudié par les chercheurs japonais. IMURA (44) conclut de ses travaux que 
l'effet obtenu est dû presque entièrement à une élongation cellulaire, la part 
que joue la division cellulaire étant minime. 

Comme nous l’avons vu, l’action de la Gibberelline varie d’une plante à 
l’autre, mais on constate parfois au sein d’une même espèce des différences de 
réaction considérables suivant les variétés. C’est le cas des mutants nains de 
Pois et de Pois de senteur étudiés par BRIAN (43) ou de Maïs examinés par 
: PHINNEY (46). Cet auteur traita toute une série de mutants nains de Maïs et 
il constata que quatre des variétés traitées se développaient comme des plantes 
normales : même vitesse de croissance, longueur d’entre-nœuds comparable, 
taille finale analogue. Deux autres variétés, par contre, accusaient peu de 
différences avec les témoins. ñ 

Examinons maintenant ce qui se passe dans le cas de Pois naïns (45). Lors- 
que l’on traite une variété naine, comme Meteor, par de l’Acide Gibberellique, 
en déposant une goutte de solution sur une foliole, on s'aperçoit, au bout de 
quelques jours, que les plantes traitées sont beaucoup plus grandes que les 
témoins. Le nombre des feuilles et des nœuds ne change pas et les dimensions 
des feuilles sont dans les deux cas à peu près semblables, mais la taille finale 
des plantes traitées excède celle des témoins de 200 à 400 p. 100 (fig. 4). 


Photo Dept. of Hort. Michigan State College 


FIG. 2. — Effet de la Gibberelline sur la croissance du Chou, d’après S. WIiTTWER. 
Les plants de Chou à droite ont reçu 100 y de Gibberelline par semaine pendant deux mois. 
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Le seuil d'action du produit dans ce cas est de 0,01 y par plante. Entre 
0,01 y et 0,1 y la croissance est en gros proportionnelle au logarithme de la 
dose. L'effet de chaque application est passager et pour maintenir le rythme 
de croissance, il faut traiter chaque semaine. 

Au moment de la maturité, les mutants nains ont atteint une taille et un 
aspect comparables aux variétés à rames dont elles sont issues. Ici encore, 
BRIAN conclut que l’Acide Gibberellique augmente la taille simplement en 
allongeant les entre-nœuds, cette extension étant provoquée presque unique- 
ment par élongation cellulaire. 

BRIAN (43) a également étudié le mode d’action des Gibberellines sur un 
mutant nain de Pois de senteur de la variété Cupidon. Cette plante a un port 
buissonnant, dû au développement des bourgeons latéraux en tiges qui attei- 
gnent la même longueur que l’axe principal, elle garde une taille extrêmement 
réduite ne dépassant pas une dizaine de centimètres ; les feuilles sont plus petites 
et plus foncées que celles des Pois de senteur grimpants. Ici, l’Acide Gibberel- 
lique provoque une élongation considérable de l'axe principal, mais non des 
tiges latérales, la taille finale de la plante traitée est dix fois celle du témoin 
(fig. 5). En même temps, les feuilles s’agrandissent, et sont plus claires, la 
plante devient comparable à un pois de senteur grimpant. 

Ces plantes naines, Pois de senteur et Pois, comme aussi certains Maïs, 
sont issus de types normaux par mutations récessives. Les Généticiens ont 
montré que souvent cette mutation n’intéresse qu’un seul gène. Comme d’autre 
part la Gibberelline a peu d'effet sur les plantes normales, il est tentant d’ima- 
giner que la mutation provoquant le nanisme est celle d’un gène qui commande 
la synthèse d’une substance hormonale dont les propriétés sont analogues à 
celles de la Gibberelline. On sait que les microorganismes, les neurospora sur- 
tout, ont fourni une multitude d'exemples de ces mutants biochimiques. 

L'effet que nous venons de décrire sur les mutants nains se retrouve chez 
les plantes atteintes de nanisme physiologique, comme celles que l’on obtient à 
partir d'embryons immatures de certaines rosacées ligneuses. Miss BARTON (48) 
a constaté que les plantules de Malus arnoldiana obtenues en prélevant l’em- 
bryon dans la gaine avant maturité restent naines et court-nouées ; leur crois- 
sance ne devient normale que lorqu’on les expose un certain temps au froid. La 
aussi, l'application de Gibberelline à ces plantes naines provoque l’élongation 
des entre-nœuds et leur donne l’aspect de plantes normales. 

Dans tous les cas, l’augmentation de taille de la plante est accompagnée 
d’un accroissement parallèle du poids frais et du poids sec ; à condition toute- 
fois qu'il n’y ait aucune déficience en éléments minéraux. Ce gain de poids 
peut atteindre 40 p. 100 chez les Graminées de prairies. 


29 Floraison. 


On sait que la plupart des plantes ne fleurissent qu'après avoir été placées 
pendant un certain temps dans des conditions bien déterminées de tempéra- 
ture ou de durée journalière d’éclairement. C’est ainsi que la plupart des espèces 
bisannuelles, comme la Jusquiame, la Betterave, la Carotte ou le Navet, qui 
demeurent acaules la première année, ont besoin d’une période de froid pour 
monter à fleur. On peut artificiellement les maintenir indéfiniment à l’état 
végétatif en rosette en les conservant à une température suffisamment élevée. 

On peut d’autre part maintenir à l’état végétatif des plantes à jours courts, 
comme le Soya biloxt ou le Xanthium pensyluanicum qui sont des objets classiques 
pour ces expériences, en les soumettant à des photopériodes supérieures à 
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10 heures, et inversement, on empêche de fleurir les plantes à jours longs en les 
éclairant chaque jour pendant 9 à 10 heures seulement. 

S Les interactions de la Gibberelline et de la vernalisation et du photopé- 
riodisme ont été étudiées surtout par LANG (49-50). 

Cet auteur ayant traité une variété bisannuelle de Jusquiame noiré, H yos- 
cyamus niger, par de la Gibberelline, constata qu’elle montait dès la première 
année, sans avoir subi l’action du froid : cet effet était plus marqué en jours 
longs qu’en jours courts et il fallait plus de Gibberelline pour obtenir le même 
résultat en jour court qu’en jour long. La Jusquiame, comme la plupart des 
plantes bisannuelles, a besoin non seulement de froid, mais encore de longues 
photopériodes pour pouvoir fleurir. Il fit ensuite subir le même traitement à des 
Carottes (fig. 6), du Persil et des Navets. Dans tous les cas, les plantes montèrent 
à fleur. La dose optimum semble être 10 y par jour. 

La Jusquiame et la Carotte produisirent des fleurs et des graines normales. 
Le Navet et le Persil réagirent moins nettement et ne formèrent que des ébauches 
de fleurs. 

Cette similitude entre l’action du froid et de la Gibberelline est à rappro- 
cher du péhnomène signalé par Miss BARTON sur l’élongation des plantes naines 
de Malus Arnoldiana. 

Ainsi que nous venons de le signaler, l'effet de l’Acide Gibberellique sur 
les plantes bisannuelles est beaucoup plus marqué lorsque celles-ci sont cultivées 
en jour long. Lorsque les plantes sont cultivées en jour court, on peut cepen- 
dant encore les faire fleurir en utilisant une dose beaucoup plus forte de pro- 
duit. Ceci semblait suggérer que la Gibberelline peut également remplacer 
chez les plantes à jour long le stimulus fourni au cours de la photopériode. 

LANG étudia ce phénomène avec des plantes typiques de jour long comme 
Samolus parviflorus, une variété annuelle d'Hyoscyamus niger, Silene armeria, 
Crepis tectorum. 

Toutes ces plantes furent cultivées avec un éclairement de 9 heures et 
traitées par de la Gibberelline. Samolus et Crepis montèrent rapidement et 
fleurirent normalement, absolument comme les plantes cultivées en jour long. 
Silene réagit moins violemment, et il fallut plus de produit (50 à 100 y par 
jour) pour la faire fleurir. Quant à Hyoscyamus, une partie seulement des plantes: 
traitées forma des ébauches florales. 

Des résultats analogues ont été obtenus par divers auteurs avec le Chou, 
le Rutabaga, l’Endive, le Radis, l’Epinard, Crepis leontodordes, Lapsana com- 
munis, etc. (51-52-53-54). 

I1 semble donc que l'application de Gibberellines peut, pour beaucoup de 
plantes, remplacer le traitement par le froid ou les jours longs. 

LANG a également étudié l’action de la Gibberelline sur des plantes à jours 
courts comme le Soya ou le Xanthium ; dans ce cas, les résultats furent négatifs. 

Bünsow et HARDER étudièrent de même les réponses de diverses Crassu- 
lacées. Ils ne parvinrent pas à faire fleurir Kalanchoe tblossfeldiana, plante à 
jours courts (55). Par contre, ils obtinrent la floraison de Bryophyllum crena- 
tum et B. daigremontianum (56) maintenues en jours courts. Or, ces deux 
plantes ont besoin pour fleurir d’une série de jours longs suivis de jours courts ; 
dans ce cas également la Gibberelline peut remplacer les photopériodes longues ; 
mais pas les courtes. 

Dans d’autres cas où la floraison est indépendante de la photopériode, on a 
souvent noté une mise à fleur plus précoce ou plus abondante, c’est le cas des 
Dahlias, Pétunias, Salvias, Saint paulias (57-58). 
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Nous avons observé une abondante floraison de Pommes de terre de la 
variété Achersegen qui avait reçu une application de Gibberellines à la dose de 
100 g par ha alors que le reste du champ n’a produit aucune fleur. 


3° Interactions avec l’Irradiation. 


Nous avons vu précédemment qu’un traitement à la Kinétine des graines 
de laitues produit un effet comparable à l’irradiation par la lumière rouge à 
6 500 À. L'inhibition est levée et la graine traitée germe immédiatement. L//ac- 
tion des Gibberellines sur ce phénomène a été étudiée par KAHN, Goss et 
SMITH (59). Ces auteurs ont trouvé que, comme la Kinétine, la Gibberelline 
supprime l'inhibition et dans ce cas également l'effet du traitement n’est pas 
aboli par une nouvelle irradiation à plus grande longueur d'onde. 

D'autre part, l'aspect étiolé des plantes traitées à la Gibberelline suggère 
immédiatement une interaction de cette substance avec l'effet régulateur de la 
lumière sur l'élongation. Cette dernière propriété qui n’a encore fait l’objet que 
de peu de travaux, a cependant été examinée par J. A. LoCKHART (60). 

Cet auteur a en effet étudié les effets de la Gibberelline et de la lumière 
rouge sur s’élongation des tiges de Pois. WENT avait montré que la plantule de 
Pois est très sensible à la lumière rouge. Lorsqu'elle se développe à obscurité 
complète, la tige s’allonge énormément et peut, en quatre jours, devenir deux 
fois plus longue que celle du témoin, tandis que les tiges de plantes irradiées 
par de la lumière rouge (À — 6 500 À) ont une longueur comparable à celle des 
témoins cultivés à la lumière du jour. LOCKHART, en traitant des plantes ayant 
été cultivées à l'obscurité, par de la Gibberelline, a constaté que cette substance 
supprimait l'effet que produirait l’irradiation sur l’étiolement. 

Nous avons vu, dans le chapitre précédent, que l’irradiation par la lumière 
rouge, non seulement supprime l’élongation de la tige mais encore provoque 
l’étalement du limbe foliaire. Dans le cas du Pois, la Gibberelline est sans ac- 
tion sur la croissance du limbe. Ainsi, tandis que les effets de la Kinétine et de 
la Gibberelline sur la germination de la Laitue sont comparables, ces deux sub- 
stances se comportent très différemment lorsqu'on compare leur action sur la 
croissance des plantules. La Kinétine agit comme la lumière rouge, en inhibant 
une croissance exagérée de la tige et favorisant la croissance du limbe ; la Gibbe- 
relline, au contraire, semble supprimer l’effet de l’irradiation sur l’élongation de 
la tige, et reste sans action sur l’étiolement de la plante, ou du moins le favorise. 

Nous avons discuté, au paragraphe précédent, les conditions de floraison 
en jours courts sous l'influence de la Gibberelline de plantes qui, normalement 
ne fleurissent qu'après avoir été soumises à des jours longs. Ce phénomène est 
un autre exemple frappant des interactions de la Gibberelline avec les réactions 
photosensibles qui règlent le développement de la plante. Il a été étudié de 
manière très détaillée par CURRY et WASsINK chez la Jusquiame (61). 

SroLwiJK et ZHEVAART (62) qui ont analysé l'influence de la longueur d'onde 
de la lumière à laquelle cette plante est soumise pendant la photopériode ont 
montré que seules les radiations bleues et proches de l’infra-rouge étaient efh- 
caces pour provoquer la floraison. Curry et WASsINK ont alors étudié l’action 
de la Gibberelline sur des plantes éclairées en lumière monochromatique. Ils 
ont constaté que dans le bleu et le proche infra-rouge où normalement la plante 
monte et fleurit, la Gibberelline accentue encore le phénomène (tiges plus hautes, 
floraison plus hâtive), d'autre part, elle provoque la floraison également dans 
le rouge et le vert où la plante, normalement, ne fleurit pas. 
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On peut interpréter tous ces résultats en admettant que la lumière agit 
sur la plante en libérant un produit naturel analogue à la Gibberelline ou que 
certaines des réactions enzymatiques qui ont pour effet les phénomènes de 
croissance observés sont influencés de la même manière par la Gibberelline et 
par certaines longueurs d'ondes et on peut espérer que l'étude du mode d'action 
de la Gibberelline permettra de mieux comprendre le mécanisme de ces réac- 
tions photosensibles. 


4° La gibberelline existe-t-elle chez les plantes supérieures ? 


Il est vraiment surprenant qu’une substance aussi active sur les plantes 
supérieures que la Gibberelline ne se rencontre que dans un seul microorganisme. 
Il est vraisemblable de penser que des substances analogues doivent exister 
chez les plantes supérieures. C’est ce que donne à penser la théorie génétique 
des mutants nains de Maïs et de Pois. 

Il était donc naturel que l’on recherche de telles substances dans divers 
organes végétaux. WEST et PHINNEY (63) ont examiné à ce point de vue un 
grand nombre de matériels divers et ils ont découvert que les extraits éthérés 
de germes frais de Haricot possédaient un effet stimulant sur la croissance des 
mutants nains de Maïs, effet comparable à celui des Gibberellines. Ils ont éga- 
lement rencontré des substances actives dans les jeunes grains de Maïs, de 
Pois, de Lupin et de Tabac. Ces substances actives possèdent un Rf compa- 
rable à celui de la Gibberelline A dans certains solvants. L'albumen des graines 
d’une cucurbitacée du genre Echinocyshis paraît particulièrement riche en 
matériel actif. D'après RITZEL (64) chaque graine produit chez le Maïs nain un 
effet comparable à 3,6 y de Gibberelline A. 

LANG (65) qui étudia l’action de ce matériel sur la floraison d’Hyoscyamus 
et de Samolus, constata qu'il produisait sur ces plantes également un effet compa- 
rable à celui de la Gibberelline. 0,2cc d’albumen encore laiteux possèdent le 
même effet que 20 y de Gibberelline. Le facteur de l’albumen d’Echinocystis 
semble donc beaucoup plus actif sur la floraison que sur l’élongation des tiges. 

Miss RADLEY (66) a aussi obtenu des substances actives sur l’élongation 
des feuilles de Blé, mais à partir de plantules de Pois. Le Rf de ces substances 
étant également analogue à celui de l’acide gibberellique. (1) 

Ces faits étayent l'hypothèse d'une régulation hormonale de l’élongation 
des tiges, telle qu'elle avait été autrefois postulée par WENT (théorie de la 
caulocaline) par une substance analogue à la Gibberelline ; J. LockHART (67) 
a essayé de démontrer ce point, pour cela il a entrepris une étude sur la locali- 
sation des facteurs responsables de l’élongation chez le Pois et il a constaté que 
l'allongement de fragments de la partie subapicale de la tige qui cesse après 
décapitation, peut être rétabli complètement par application de Lanoline con- 
tenant de la Gibberelline ; il en déduit qu’un facteur analogue à la Gibberelline 
doit être synthétisé dans le méristème apical. 


5° Comparaison avec les auxines. 


Les Gibberellines ont certaines propriétés communes avec celles des auxines. 
Toutes deux provoquent l'élongation cellulaire et certains auteurs, comme BRIAN 
(68), se sont demandés au début de ces recherches si les Gibberellines n'étaient 

(1) Pendant la composition de cet article J. Mac MILLAN et P. J. SUTER ont annoncé qu'ils 


re as de la Gibberelline A sous forme cristallisée de graines de haricot. (Naturwissenschaften 
45, 40 1955). 
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pas des auxines d’un type nouveau. Il devint rapidement évident que ces deux 
séries de corps ont des propriétés physiologiques trop différentes pour être 
rangées dans la même catégorie. C’est ainsi que les Gibberellines n’ont aucune 
action sur l'absorption de l’eau, sur la chute des feuilles, l’inhibition des bour- 
geons. Elles ne causent pas l’épinastie typique des composés à action auxi- 
nique, n’ont aucun effet sur la division cellulaire des tissus cultivés in vitro. 
Même les effets sur l’élongation cellulaire ne se manifestent pas de la même 
manière (69-70). 

On sait que l'acide indol-acétique augmente considérablement l’élongation 
cellulaire du coléoptile d'avoine, cette élongation étant dans certaines limites 
proportionnelle au logarithme de la concentration. La réponse de sections de 
coléoptile à l’Acide Gibberellique est très différente : l’élongation provoquée 
est faible et la courbe dose réponse s’aplatit rapidement. De même, l'acide 
indol-acétique provoque l’élongation de sections d’entre-nœuds de Pois, alors 
que l'acide gibberellique n’a que peu d'action sur ce matériel. 

BRIAN insiste sur le paradoxe suivant : Alors que l’Acide Gibberellique 
provoque une élongation considérable des tissus intacts de Blé et de Pois, 
l’auxine n’en fait rien, tandis que dans le cas de sections de coléoptile ou de 
tiges de ces plantes, c’est l'inverse qui se produit. 

Toutes ces différences indiquent clairement que ces deux catégories de 
substances doivent avoir un mode d'action différent. Toutes deux peuvent, 
dans certaines conditions, provoquer l’élongation cellulaire, mais en agissant 
sur des processus différents. Certains résultats semblent même suggérer que 
leurs actions sont synergiques bien que le fait ne soit pas encore nettement établi. 

C’est le cas notamment de section de tiges de Pois étudiées par HAYASHI 
et MURAKAMI (70) et par Brian. Les chercheurs Japonais ont trouvé que 
l’acide Gibberellique provoquait une élongation des sections correspondant à 
50 p. 100 de l’élongation produite par l'acide indol-acétique ; d'autre part, sur 
des sections lavées 20 heures pour épuiser les métabolites solubles, ils ont cons- 
taté un effet additif de ces deux produits. BRIAN travaillant sur le même maté- 
riel note que l’Acide Gibberellique seul a peu d'effet mais avec le mélange 
d’Acide indol-acétique et d’acide Gibberellique il obtient une croissance net- 
tement supérieure. Il en conclut que l'efficacité de l’Acide Gibberellique dépend 
de la présence d’auxine et explique aussi pourquoi ce produit suscite une réac- 
tion chez les plantes entières pourvues de leur équipement enzymatique intact 
pour la synthèse des auxines tandis qu’il ne provoque qu’une faible réaction 
chez les sections pauvres en auxine. 

Les travaux de HAvaAsHI et MURAKAMI (70) semblent étayer cette hypo- 
thèse. Ces auteurs ont en effet trouvé que non seulement l’auxine, mais égale- 
ment le I,. Tryptophane, a un effet synergique de la Gibberelline, à la fois 
sur des tiges de pois lavées et non lavées. Leurs sections maintenues dans une 
solution contenant 10 mg/l. de Tryptophane, 6 mg/l d'acide gibberellique et 
20 g/l de saccharose présentaient une élongation supérieure à la somme des 
élongations des sections ayant reçu seulement du Tryptophane ou de l'acide 
Gibberellique. Ils interprètent ce phénomène en supposant que l’Acide Gibbe- 
rellique accélère la transformation du Tryptophane en auxine. 


6. — Applications agricoles. 


Une substance qui possède des propriétés physiologiques aussi extraor- 
dinaires devait naturellement susciter énormément de travaux orientés vers 
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ses applications pratiques. Ces travaux ont encore été encouragés par la publi- 
cité tapageuse faite à ce produit par les gros producteurs américains, si bien 
que l’on a pu dire que les réactions des physiologistes et des agronomes à ce 
produit étaient comparables à celles de la plante elle-même. On estime aux 
Etats-Unis que plus de mille chercheurs ont travaillé cette année sur la 
Gibberelline. Il est curieux de constater qu’en dépit de ces effets, les Gibberel- 
lines n’ont encore reçu aucune application pratique importante. 

Une des premières applications possibles semblait être l'augmentation du 
rendement en fourrage des prairies. Cette question a été étudiée par MORGAN 
et MEES (71), qui ont entrepris une expérimentation très détaillée sur ce sujet. 
Ils pulvérisaient des parcelles de prairies naturelles avec des solutions d'acide 
Gibberellique à la dose de 140 g/ha et déterminaient à la récolte, quatre semaines 
plus tard, les rendements en poids frais et en poids sec. 

Les résultats furent décevants. Dans beaucoup de cas, la croissance avait 
été nettement accélérée et les rendemments en poids sec furent augmentés dans 
des proportions variant de 5 à 46 p. 100. Mais, lors de la seconde coupe, on 
constata une diminution de rendement des parcelles traitées qui venait annuler 
l'effet du premier traitement. 


TABLEAU III 


Différences de rendement en poids sec entre deux coupes d'un pré, 
après traitement à l'acide gibberellique. 


Rendement Rendement 
en poids sec à la 1re coupe | en poids sec à la 2° coupe 
PAR ENEement Témoin Augmen- | Augmen- Témoin | Diminution Diminution 
non traité |. tation | ehons | non traité | (kg/ha) due comme % 
(kg/ha) (kg/ha) due| comme % (kg/ha) jau traitement | 4, A 
à 140 g/ha| du témoin | ; AG initial 
RÉ ANATS ATOS Eee 2485 390 | 16 | 3860 | 490 13 
A IATS TOR ses: too | 502 | 33 | 1690 377 22 
ÉAMIDATS TOR eus se ATAQ | 540 14 | 3670 465 | 13 
TSNMATSUTOSS L'or resté 1145 490 43 1660 | 301 18 
18 MArS 1955 ........ 1440 | 201* 14 | 2095 | 251 12 
13 VIA TOP ++. =. ve 3160 628 20 3890 880 23 
13 Avril 1954 ........ 2145 993 46 | — — " 
13 avril 1954 ::...... 2420 804 33 5020 1240 25 
10 Juillet. 1953 ....... 1935 DIR 27 552 63* II 
FAO EM res 2740 151 6 — — 
LGRAOÛT 19540, au 2880 402 14 — = — 


Toutes ces différences, sauf celles marqué:s d'un astérique, sont significatives au niveau de 
probabilité d'un pour cent. 


Parmi les autres applications suggérées, citons l'allongement des fibres 
des plantes textiles, comme le Chanvre ou le Coton (LONA et Boccnr, 72) à 
condition que la résistance mécanique ne soit pas diminuée ; l'augmentation 
du rendement de la récolte de plantes dont on utilise les feuilles, comme le 
Tabac ou le Thé (73-74), la production plus hâtive de certains légumes comme 
le Céleri ou d’autres plantes comme la Canne à sucre, ou encore l'obtention de 
fruits parthénocarpiques. 

Les résultats signalés en Californie avec la variété de vigne Thompson 
sont assez prometteurs. Les grappes obtenues après traitement à la Gibberelline 
sont aussi grosses que celles que l’on peut produire par incision annulaire, 
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on a calculé que si cette pratique se généralisait, elle pourrait ouvrir à elle seule 
un marché de neuf millions de dollars pour la Gibberelline (75). 

Quoi qu'il en soit, à l'heure actuelle, le seul débouché important pour les 
Gibberellines aux Etats-Unis semble être la vente aux amateurs d'horticulture, 
sous forme de pastilles de timbres de papier imprégnés du produit. 

En dehors des curiosités que produit l'application de ces solutions, il 
semble pourtant que la Floriculture puisse déjà bénéficier de certains effets 
de ces substances, comme celui de provoquer une floraison particulièrement 
abondante des Saint-Paulia ou des roses à plus longues tiges qui se vendent 
mieux sur le marché. 
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DEUXIÈME PARTIE 


COUCHES MONOMOLÉCULAIRES 
DE PROTÉINES 
ÉTALÉES SUR SUPPORT SALIN 


Un problème important a été laissé de côté jusqu'ici : celui du méca- 
nisme de la précipitation des protéines par les sels. 

Quelles peuvent être les raisons de l'agrégation des molécules de 
protéine lorsqu'elles se trouvent en milieu salin fortement concentré ? 
Le phénomène mis en jeu est-il d’abord ionique, et dû à des interactions 
d'ordre électrostatique, ou bien la précipitation s'apparente-t-elle à une 
désolvatation laissant s'établir des liaisons lâches entre les molécules ? 

Depuis longtemps déjà, une représentation convenable du processus 
d’agrégation a pu être donnée dans le cas des particules solides (suspen- 
sions colloïdales de métaux). On sait que la stabilité des suspensions repose 
sur l’électrisation des particules et que la précipitation est toujours con- 
sécutive à un abaissement de la charge des particules. 

En revanche, le problème n’est pas du tout résolu pour des grosses 
molécules comme celles de protéine. 

Aussi avons-nous cherché à obtenir des renseignements en faisant 
appel aux mesures de potentiel de surface de couches monomoléculaires 
de protéines étalées sur des solutions salines. 

En effet, de même que l'établissement des isothermes superficielles 
exprimant la pression superficielle en fonction de l'aire moléculaire 
donne des renseignements sur les dimensions moléculaires et sur les inter- 
actions entre les molécules de la substance étalée, de même les mesures 
du potentiel de surface sont en liaison avec l'électrochimie des groupe- 
ments polaires (— COOH, — NH?) de la molécule de la substance étalée, 
l'étude étant faite au lieu même où se fait le contact entre les groupe- 
ments et l'eau. 

Mais pour étudier un phénomène mal connu comme la précipitation 
des protéines au moyen des variations d'une grandeur complexe et mal 
définie comme le potentiel de surface, il a paru prudent de décomposer 
la difficulté en nous adressant à des corps plus simples que les protéines 
et possédant les mêmes groupements polaires qu’elles. Les mesures que 
nous avons effectuées ont donc porté non seulement sur de la sérumal- 
bumine et des pseudoglobulines, mais aussi sur des acides, amines et 
acides aminés tous aliphatiques et à longue chaîne. 

Ces substances ont été étalées à la surface de solutions salines, et, dans 
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presque tous les cas, on a tracé simultanément les deux isothermes pres- 
sion superficielle-aire (P-A) et potentiel de surface-aire (AV-A). Inci- 
demment, on en a profité pour appliquer et examiner la méthode de BULL 
d’après laquelle on obtiendrait des valeurs de la masse moléculaire des 
protéines étalées. 


CHAPITRE V 


APPAREILLAGE 


L'étude des couches superficielles étant une technique de plus en 
plus répandue, nous ne décrirons que très succinctement les caracté- 
ristiques de l'appareil enregistreur que nous avons utilisé pour tracer 
des isothermes superficielles pression superficielle-aire (P-A). Nous nous 
étendrons au contraire plus longuement sur le montage que nous avons 
eu à réaliser pour obtenir des enregistrements des variations du potentiel 
de surface en fonction de l'aire (AV-A) et nous résumerons la suite des 
opérations qui permettent d'obtenir sur le même papier photographique 
les deux isothermes P-A et AV-A. 


1. — Appareil d'enregistrement des isothermes 
pression superficielle-aire. 


La figure 38 donne un schéma de principe du dispositif utilisé. 

La solution support à la surface de laquelle doit être étalée la couche 
monomoléculaire est placée dans une grande cuve rectangulaire en plexi- 
glas d'environ 1 mètre de long sur 25 cm de large et profonde de 4 cm. 
A la surface du liquide flotte un cadre rectangulaire en mica paraffiné 
qui constitue l'enceinte superficielle à l’intérieur de laquelle on étale 
la substance étudiée. 

La surface délimitée par ce cadre est divisée en trois compartiments 
au moyen de deux bandelettes de mica paraffiné. La première bandelette 
joue le rôle d’un piston : elle repose sur le cadre de mica, et peut être 
déplacée parallèlement au grand côté du cadre au moyen d'une fourchette 
solidaire d’un chariot entraîné par un moteur. La deuxième bandelette 
fait partie du manomètre qui sert à la mesure de la pression superficielle. 
Sa longueur est un peu inférieure à la distance des deux bords du cadre. 
Elle est reliée à ceux-ci au moyen de fils de soie vaselinés, ce qui lui 
permet de petits déplacements. Ces derniers consistent en rotations (de 
quelques degrés). Ils entraînent celle d’une fourchette solidaire d’une 
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suspension bifilaire et d’un petit miroir. On sait que, dans une suspension 
bifilaire, le couple de torsion est proportionnel à la masse du système 
et ne dépend que de la longueur et de la distance des fils. 

Les trois compartiments ainsi délimités sont « superficiellement 
étanches », c’est-à-dire que toute substance étalée à la surface de l’un 
d'eux ne peut pas « fuir » dans les autres. 

Le compartiment médian (11) constitue le corps de pompe à l’inté- 
rieur duquel on comprime la couche superficielle, par déplacement 
mécanique du piston vers la bandelette manométrique. 


Lompe 
du spot 


ï 


N /Y Crylinare 


Moteur 


FiG. 38. — Schéma de principe de l'appareil à couches superficielles destiné à l’enregistrement des 
isothermes P-A (pression superficielle aire). 


On éclaire par un spot lumineux le petit miroir solidaire du mano- 
mètre, et on reçoit l’image de ce spot d’une part sur une règle graduée 
translucide, d'autre part sur un papier photographique enroulé autour 
d'un cylindre dont les rotations sont commandées par le moteur entrai- 
nant le piston. Il en résulte que, sur le papier photographique, les dépla: 
cements de l’image du spot dans une direction sont proportionnels aux 
aires et, dans la direction orthogonale, proportionnels aux pressions 
superficielles. La courbe obtenue est donc une isotherme pression super- 
ficielle-aire. 

Deux manomètres à suspension bifilaire ont été utilisés, différant 
par la masse de l'équipage. Le premier sert à la mesure de pressions super- 
ficielles allant de 0,1 à 60 dyne/cm. Sa sensibilité est réglable au moyen de 
masses additives. Le deuxième permet des mesuresentre 0,02 et 1 dyne/cm. 
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2. — Dispositif de mesure du potentiel de surface. 


Définition et principe de la mesure du potentiel de surface. 


La différence de potentiel entre deux milieux différents séparés 
par une interface est le plus souvent envisagée dans le cas du contact 
de deux métaux différents, ou d’un métal et d’un électrolyte (effet 
PELTIER ou effet VOLTA). Elle mesure tout simplement la variation 
d'énergie nécessaire pour faire passer des électrons d’un milieu dans 
l’autre. 

Dans le cas d’une interface air-eau, on constate que la différence de 
potentiel de contact est modifiée de façon appréciable par la présence de 
matières grasses ou de protéines à l’interface. Prenant la différence de 
potentiel air-eau comme zéro (la surface étant soigneusement nettoyée), 
on peut mesurer la variation du potentiel provoquée par l’étalement 
d’une substance en couche monomoléculaire. C’est à cette variation du 
potentiel de contact air-eau due à la présence d’une couche que l’on donne, 
d’une façon abrégée, le nom de « potentiel de surface ». Il dépend bien 
entendu de la nature de la substance étalée et de sa densité superficielle, 
c'est-à-dire de l'aire disponible par molécule. Mais de plus, il est in- 
fluencé par la concentration en électrolyte (et par le PH) de l'eau du 
support. 

On doit à Guyor (80) un des premiers dispositifs de mesure du poten- 
tiel de surface. On ionise l’air entre une électrode métallique et la surface 
de l’eau, en formant ainsi une pile à gaz. Le problème réside alors dans 
la mesure de la différence de potentiel aux bornes de cette pile et de 
ses variations. GUYOT utilisait un électromètre à feuilles d’or. DERVI- 
CHIAN (81) a rendu possibles les mesures continues grâce à l'emploi d'une 
lampe électromètre associée à un galvanomètre. Indépendamment de sa 
rapidité et de sa souplesse, un tel système a l'avantage de permettre 
soit des lectures directes sur une échelle graduée, soit un enregistrement 
automatique des déplacements d’un spot lumineux. Le premier dispositif 
réalisé par DERVICHIAN permettait déjà d'obtenir un zéro constant, 
en s'inspirant d’un principe de montage de Du BRIDGE (82). Mais l’éta- 
lonnage se faisait en substituant un potentiomètre à la pile à gaz formée 
par l’électrode ionisante et la cuve (mise à la terre), ce qui risquait 
d'introduire des causes d'erreurs. Par la suite, ce dispositif a été modifié 
à plusieurs reprises pour parer à ces causes d'erreurs. 

Nous décrivons ici un montage que nous avons mis au point en 
mettant à profit ces différentes expériences passées. 
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Description générale du montage électrique. 


La figure 39 représente l’ensemble du montage électrique. 

Les segments AB et CD comportent les batteries d'alimentation 
du circuit, montées en opposition ; leur débit est réglé au moyen des 
résistances variables R, et R3. 

La cuve dans laquelle on étale en couche superficielle la substance 
étudiée est portée, par l'intermédiaire de l’électrode E, à un potentiel V, 
que l’on peut lire sur un voltmètre et régler au moyen du potentiomètre P, 
dans un intervalle compris entre o et 4 volt (par rapport à la terre). 


0-300HA 


Cuve 


Re N 
Batterie secondaire 
QUQUUL o D D 
tire ue 
Batterie principale 
, | “ 
Ri 
— Terre 
FIG. 39. — Schéma électrique du montage destiné à la mesure et à l’enregistrement des variations 


du potentiel de surface. Les caractéristiques du montage sont les suivantes : Batterie princi- 
pale : 9 éléments de 2 volt ; batterie secondaire : 8 éléments de 2 volt. Résistances et potentio- 
mètres : R; = 10 ohm, R, = 20 ohm, R; = 10 ohm, R, = 15 ohm, R, = 5 ohm, R; = 200 ohm, 
R; = 400 ohm, R4 = 150 000 ohm, Ry = 1 000 ohm, P, = P, = 40 ohm, S = 10 + 1 ohm. 


Le potentiomètre P, associé à un millivoltmètre permet d’étalonner 
avec précision les variations de V; pour une sensibilité donnée. Ce dis- 
positif sert en quelque sorte de vernier par rapport au voltmètre indiquant 
les valeurs de V,. 

L'électrode ionisante K, se trouve à l'extrémité du circuit de grille 
de la lampe triode électromètre T, qui, en définitive, mesure — à une 
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constante près — la différence de potentiel entre l’électrode E, et la solu- 
tion support. 

Le filament de chauffage de cette lampe est alimenté sous une tension 
V- indiquée par un voltmètre et prélevée sur la portion HK du circuit, 
aux bornes d'une résistance R,. 

Le circuit de plaque de la triode aboutit à un galvanomètre G dont 
le spot a par conséquent des déviations proportionnelles aux variations 
du potentiel de surface. 

Les deux résistances variables R, et R,, montées en série, constituent 
un dispositif de « contre courant » en opposition avec le courant anodique 
de la triode. Elles permettent de déplacer à volonté le spot et par conséquent 
de le ramener sur l'échelle de lecture (ou sur le papier photographique) 
lorsqu'on change la sensibilité du système. 

Cette sensibilité dépend d’une part de la tension V, de chauffage 
du filament, d'autre part de la valeur adoptée pour le shunt S du galva- 
nomètre. 


Circuit d'alimentation. 


Le circuit d'alimentation (d’un type bien connu) est monté de façon 
à obtenir un courant aussi constant que possible. 

On agit sur les résistances R, et R, (fig. 39) de manière à faire débiter 
presque uniquement la batterie principale (du circuit AB) et à porter 
à une valeur très faible l'intensité du courant débité par la batterie 
secondaire dans la portion de circuit CD. Ce réglage se fait en mettant 
momentanément un milliampèremètre en série sur le circuit CD. Dans de 
telles conditions, si la résistance de la branche CD est faible par rapport 
à celle du reste du circuit, la batterie secondaire vient compenser les 
variations éventuelles de la batterie principale. 


La cuve. 


Par précaution, la cuve en plexiglas utilisée repose sur une plaque 
métallique portée au même potentiel que l’électrode E, imposant celui 
de la solution support dans la cuve (fig. 39). 

L'électrode E, est constituée tout simplement par une longue ban- 
delette de platine de 10 cm sur 1 cm, épaisse de quelques dixièmes de 
millimètres. Après différents essais, nous avons trouvé ce dispositif pré- 
férable à l’électrode au calomel. Celle-ci baigne en effet dans un petit 
récipient auxiliaire relié par l'intermédiaire d’un siphon à la cuve. Dès 
lors, si la cuve contient de l’eau distillée où même un électrolyte dilué, 
la colonne de liquide formée par le siphon constitue une portion du cir- 
cuit de grille de résistance élevée, ce qui est contraire au bon emploi 
d’une lampe électromètre. 
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Ces faits trouvent leur confirmation dans l'expérience suivante : 
si on fait baigner l’électrode E, dans un récipient auxiliaire relié par un 
siphon à la cuve, de brusques variations du potentiel de la cuve ne sont 
traduites que par de très lents déplacements du spot dénotant une inertie 
électrique considérable : le spot met plusieurs secondes à atteindre la 
position correspondant au nouveau potentiel. Au contraire, lorsque 
l’'électrode E, baigne directement dans la cuve, les variations du potentiel 
de la cuve entraînent instantanément les déplacements correspondants 
du spot. 

L'avantage d’une électrode au calomel d’être impolarisable est par 
ailleurs dépourvu ici d'intérêt, étant donné que le courant de grille est 
pratiquement nul (il est inférieur à 10-! ampère). 


Lampe électromètre et électrode au polonium. 


La lampe électromètre est une triode « Miniwatt « (type 4 060) dont 
les caractéristiques sont les suivantes : 

Chauffage direct, sous une tension de l’ordre de 0,3 volt. 

Courant de chauffage de l’ordre de 0,5 ampère. 

Tension anodique : environ 4 volt. Maximum : 6 volt. 

Pente : 28 microampère par volt. 

Courant de grille : inférieur à 10-11! ampère. 

Son montage nécessite des précautions minutieuses absolument 
indispensables à un fonctionnement correct. 

Elle est enfermée dans le compartiment vertical d'une boîte métal- 
lique (en tôle) ayant grossièrement un profil d'équerre (fig. 40 et 41). 

Le premier rôle de cette boîte est de soustraire la triode aux influences 
des champs électriques et magnétiques extérieurs, ainsi que celle de la 
lumière : un courant positif appréciable peut en effet apparaître par suite 
d'une émission photoëélectrique de la grille. 

En même temps, elle protège la lampe contre les chocs. 

Elle est enfin étanche à l'air ambiant et contient un petit tube 
d'anhydride phosphorique afin d'éviter toute humidité éventuelle. Cette 
dernière précaution est essentielle. En effet, d'une part, l'humidité peut 
occasionner un courant de fuite au voisinage de la sortie de grille (qui 
se trouve à l'opposé du culot) ; d'autre part, pendant les mesures, si 
l'étanchéité est tant soit peu imparfaite, la faible quantité de chaleur 
dégagée par le filament suffit à provoquer une condensation de l'eau 
sur les parois métalliques de la boîte qui jouent le rôle de paroi froide. 
Il se produit alors de l'extérieur vers l’intérieur une véritable distillation 


L 7 : A ” . 
d'autant plus aisée que cette boîte se trouve placée juste au-dessus de la 
surface de l’eau contenue dans la cuve. 


ne RS 
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La triode est suspendue par son culot qui est serti entre deux plaques 
de carton isolant. De cette façon, la sortie de grille se trouve à la partie 
inférieure. Un fil souple lui est soudé, la reliant à l’électrode de surface E, 


qui est logée à la partie inférieure du compartiment horizontal de la boîte 
métallique. 


F1G. 40. — Boîte métallique contenant la triode T et l’électrode ionisante E,. Cette boîte est sus- 
pendue au-dessus de la cuve en plexiglas au fond de laquelle on aperçoit l’électrode E, en pla- 
tine. 


L'électrode E, est constituée par un boîtier en laiton platiné (fig. 40 
et 41) de 13 cm de longueur, 1 cm de largeur et 0,5 cm d'épaisseur, con- 
tenant une petite barrette de nickel sur laquelle on a déposé du polonium 
(environ I 000 unités) suivant le sens de Îa longueur. Le boîtier possède 
à sa partie inférieure une fenêtre large de 1 mm et longue de 12 cm. 
On s'arrange pour que le liseré de polonium soit juste en face de cette 
fenêtre, de manière à ioniser l’air au-dessous du boîtier. Pour effectuer 
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les mesures, on descend cette électrode au moyen d’une crémaillère à 
environ 2 mm au-dessus de la surface de l’eau sur laquelle on étale la 
couche. 

. La mince couche de platine poli déposée à la surface du boîtier en 
laiton a d’abord l'avantage de le protéger contre toute corrosion. En 


es 


mpe_triode 


électromerre Ï_ 


Coupe Banette de nickel Boiher en 


Face inférieure recouverte de laiton platiné 


\ polonium 
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FIG. 41. — Coupe de la boîte métallique renfermant la lampe électromètre T et l'électrode ionisante E 


Electrode E2 


même temps, elle joue le rôle de surface hydrophobe : contrairement à 
d’autres métaux courants (cuivre, nickel), le platine n’adsorbe pas de 
vapeur d'eau à sa surface, ce qui introduirait, si c'était le cas, une diffé- 
rence de potentiel parasite sujette à variation. 

L'opération du platinage par dépôt électrolytique a été effectuée 
à partir d’une solution de chlorure neutre de platine. 

Le circuit de grille devant être minutieusement isolé, l'électrode E, 
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est encastrée dans une plaque de plexiglas épaisse de 2 cm et le fil de 
connexion est entièrement noyé dans la paraffine. Les bords internes 
de la boîte métallique faisant blindage autour de l’électrode E, sont 
recouverts de paraffine pour éviter toute fuite à partir de l’électrode. 

Enfin, le culot de la lampe et les connexions qui en sortent (filament 
et plaque) sont également noyés dans la paraffine. 

La boîte métallique est naturellement mise à la terre, ainsi que 
les gaines métalliques revêtant les fils qui en sortent. 


Le galvanomètre et le dispositif de « contre-courant ». 


IX 


Le galvanomètre utilisé est à suspension bifilaire apériodique et 
présente par conséquent les caractères suivants : faible inertie (étant 
donné que les déplacements du spot sont enregistrés, il doit atteindre 
instantanément sa position d'équilibre) ; excellente fidélité, par suite 
de l'absence de résidus de torsion ; grande souplesse et robustesse (un 
simple fil de torsion est beaucoup plus fragile). 

Le dispositif de « contre-courant » consiste à opposer au courant de 
plaque un courant réglable à volonté dans les limites utiles au moyen 
de résistances variables R, et R, ; l’une sert à dégrossir, l’autre, beaucoup 
plus faible, permet de fignoler. Au cours des réglages, lorsque le courant 
de plaque devient trop élevé (le spot du galvanomètre sort du secteur 
de l’échelle graduée ou du papier enregistreur), on peut le diminuer d’une 
valeur égale à celle du « contre-courant » (le spot réapparaît ainsi dans 
le secteur utile). Le « contre-courant », dont la valeur est indiquée par 
un microampèremètre, est bien entendu maintenu constant au cours 
d'une mesure. 


Le millivoltmètre vernier. 


Le millivoltmètre placé entre les bornes médianes des potentio- 
mètres P, et P, sert pour l’étalonnage. Il possède trois sensibilités diffé- 
rentes (0-1.500 ; 0-750 ; 0-300 mV). Un commutateur X, permet de passer 
de l’une à l’autre. I,/étalonnage consiste à repérer au moins deux positions 
du spot correspondant à deux valeurs données du potentiel V, de la 
cuve. 

Supposons par exemple que l’on étudie une substance dont les varia- 
tions du potentiel de surface aient une amplitude maximum de 500 milli- 
volt au cours d’une compression superficielle. Avant d’étaler la substance 
dont on veut étudier le potentiel de surface, on procède aux opérations 
suivantes. 

On choisit d’abord le potentiel V, auquel on va porter la cuve (il 
doit se trouver dans la zone pour laquelle la caractéristique de la triode 
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est linéaire). Une fois fixé, ce potentiel est pris comme zéro pour les varia- 
tions auxquelles donnera lieu la substance lors de son étalement puis 
de sa compression en surface. Au moyen du potentiomètre P,, on règle 
alors le millivoltmètre (utilisé dans le cas envisagé avec la sensibilité 
0-750 mV) sur la position o mV. On repère la position correspondante 


F1G. 42. — Tableau des appareils de réglage pour la mesure et l'enregistrement des variations du 
potentiel de surface (voir fig. 30). 


du spot. On agit ensuite sur le potentiomètre P, jusqu’à ce que le milli- 
voltmètre indique 500 mV. On repère de nouveau la position COTrespon- 
dante du spot. Le potentiel de la cuve a alors augmenté de 500 mV et 
le voltmètre indique V, + 500 mV. On aurait donc pu se passer du milli- 
voltmètre pour ces opérations. Mais l'échelle du voltmètre étant beaucoup 
plus large (0-4.000 mV) que celle du millivoltmètre, l'emploi de ce dernier 
permet une précision beaucoup plus grande. 
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Dispositions pratiques et caractéristiques physiques du montage. 


Le montage comprend en pratique trois parties : 

1° une caisse métallique renfermant les batteries d’accumulateurs : 

2° une table de mesure (fig. 43) sur laquelle sont disposées la cuve, 
la boîte renfermant la triode et celle contenant le galvanomètre ; 

3° enfin une armoire métallique (fig. 42) dont la porte constitue 
un tableau comportant les résistances, potentiomètres, shunts, inter- 
rupteurs, voltmètres et ampèremètres. 


FiG. 43. — Aspect général du dispositif d'enregistrement des isothermes superficielles P-A et AV-A, 


L'appareil décrit permet d'obtenir un déplacement du spot de un 
millimètre par millivolt. En pratique, on n’est jamais appelé à lui de- 
mander une sensibilité supérieure, car des phénomènes parasites comme 
par exemple la montée en surface, dans la cuve, de traces d’impuretés, 
entraînent toujours une erreur absolue sur le potentiel de surface de 
l’ordre de 2 à 3 millivolts. 

Quant à la fidélité, elle se révèle excellente, les valeurs trouvées 


étant bien reproductibles. 


Annales Agronomiques. — 1957. 5 


204 J. MOSSÉ (ANNEXE II, 1957) 


3. — Enregistrements des isothermes P-A et AV-A. 


Le tracé des isothermes de la pression superficielle et du potentiel 
de surface en fonction de l’aire, s’il est automatique, demande un nombre 
considérable de précautions et de réglages périodiques. Seules seront 
envisagées ici les opérations de nettoyage et d'étalonnage qui précèdent 
ou suivent chaque enregistrement. 

Lorsque les dispositifs décrits plus haut sont en état de marche : 
cuve remplie de la solution support, cadre, manomètre et électrodes en 
place, etc., la première opération consiste à nettoyer soigneusement la 
surface suivant un procédé bien connu afin de pouvoir procéder à l’éta- 
lonnage. Successivement, les trois compartiments du cadre sont saupou- 
drés d’un peu de talc et balayés par un jet d’air, cependant que les impu- 
retés adsorbées à la surface sont éliminées au moyen d’une pipette efhilée 
en relation avec une trompe à vide. Tant que la surface n’est pas propre, 
les grains de talc restent éloignés les uns des autres, étant séparés par des 
traces d’impuretés superficielles. On recommence donc le nettoyage 
plusieurs fois jusqu’à ce que les grains de tale s’accolent en un seul petit 
îlot. Le compartiment manométrique (III, fig. 38) est nettoyé le dernier. 

Pour procéder à l’étalonnage, la boîte contenant la triode électro- 
mètre est abaissée au moyen d’une vis à crémaillère de façon que 
l’électrode E, qui est à sa partie inférieure soit à I ou 2 mm au-dessus de 
la surface de l’eau. 

Le galvanomètre est déshunté ; la cuve est portée progressivement 
au potentiel de référence V, adopté, grâce au potentiomètre P,, cepen- 
dant qu'au moyen des résistances variables R, et Ry, le spot du galvano- 
mètre est amené en coïncidence avec le spot du manomètre qui indique 
le zéro des pressions. On amène l'aiguille du millivoltmètre sur le zéro 
de sa graduation au moyen du potentiomètre P,. Avec le potentiomètre P,, 
on porte alors la cuve au potentiel V, + AVy, AV, étant supérieur ou 
égal à la variation maximum escomptée du potentiel de surface au cours 
de l'enregistrement. 

En faisant tourner quelques secondes le moteur qui entraîne le 
piston et le cylindre enregistreur, on trace sur le papier photographique 
deux petits traits parallèles à la direction des abscisses A : le premier, 
image du spot manométrique, indique l'emplacement de l'axe des abscisses 
(zéro des pressions et zéro du potentiel de surface) ; le deuxième indique 
l'ordonnée AV,. De la même manière, on peut tracer des traits intermé- 
diaires entre o et AV, millivolt, pour graduer les ordonnées des potentiels 
de surface. L'ensemble de ces opérations est effectué le plus rapidement 


possible, sans attendre que de nouvelles impuretés viennent s’adsorber 
en surface et fausser l’étalonnage. 
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Enfin, le piston est ramené à une position de référence adoptée une 
fois pour toutes et, jouant soit sur P, soit sur R, et R,, on fait balayer au 
spot du galvanomètre toute la largeur de la fente placée devant le cylindre 
enregistreur, ce qui donne sur le papier photographique un trait parallèle 
à l’axe des ordonnées P et AV et un repère sur l’axe des aires. 

Après un nouveau nettoyage de la surface et un ultime réglage des 
spots (celui du galvanomètre étant amené en coïncidence avec celui du 
manomètre après mise de la cuve au potentiel V.), on étale la substance 
étudiée dans le compartiment médian au moyen d’une microseringue 
(type Agla) et on procède à la compression avec enregistrement des deux 
isothermes. 


CHAPITRE VI 


INTÉRACTION AVEC UN SUPPORT SALIN 
DE COUCHES MONOMOLÉCULAIRES DE PROTÉINES, 
ACIDES AMINÉS, ACIDES ET AMINES 


Cette étude a porté sur des couches monomoléculaires de cinq sub- 
stances différentes : 

l'acide palmitique, 

l’hexadécylamine, 

l'acide aminé aliphatique en C;; («-aminopentadécanoïque) (1), 

la sérumalbumine (cheval), 

les pseudoglobulines (cheval). 

Toutes ont été étalées sous forme de solution. 

L'acide palmitique a été employé en solution dans l’éther de pétrole 
(fraction « d’essence C » bouïillant entre 780 et 820) ; l’hexadécylamine 
et l’acide aminé, à l’état de chlorhydrate dissous dans un mélange étha- 
nol-éther de pétrole (moitié-moitié) ; les protéines du sérum, en solution 
aqueuse. 

Les solutions salines servant de support ont été préalablement filtrées 
sur noir animal. 

Les couches monomoléculaires de ces substances ont été comprimées 
depuis de faibles densités superficielles (correspondant presque à l’état 
gazeux au point de vue distance intermoléculaire moyenne), jusqu'à des 
états condensés pour lesquels les molécules sont éjectées de la couche 


(x) Cet acide aminé a éte synthétisé et purifié, à l’Institut Pasteur, par les soins de M. Anatole, 
que nous remercions bien vivement. 
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(affaissement). Dans tout cet intervalle d’aire, les variations de la pression 
superficielle et du potentiel de surface ont été enregistrées. 

Pour étudier les variations du potentiel de surface en fonction du pH 
et de la concentration saline du support, il fallait choisir, sur les iso- 
thermes ainsi tracées, des valeurs du potentiel de surface comparables 
entre elles. On a toujours pris la valeur AV: du potentiel de surface 
au point d’affaissement. En effet, d’une part l'affaissement se produit 
toujours sensiblement pour la même aire ; d’autre part l’isotherme AV-A 
présente à l'aire d’affaissement une cassure facile à repérer : le potentiel 
de surface reste constant pour une compression poussée au-delà de cette 
aire, pour la bonne raison que les molécules conservent la même aire aux 
dépens d’une partie d’entre elles qui sont éjectées de la couche. 


1. — Résultats expérimentaux. 


Infiuence du pH du support sur des couches de petites molécules. 


L'acide palmitique, l’hexadécylamine et l'acide aminé en C;; ont 
été étudiés sur des solutions de sulfate de sodium, sulfate d’ammonium 
et tampon acétate de sodium-acide acétique à différents pH. 

Sur la figure 44, on a porté, en fonction du pH du support, les valeurs 
AV, du potentiel de surface au point d’affaissement pour l'acide palmi- 
tique étalé sur des solutions de sulfate de sodium à 10 p. 100. 

Le potentiel décroît constamment de 390 à — 125 millivolts lorsque 
le pH augmente de I à 11 ; il change de signe vers pH — 0,5. La courbe 
présente au moins quatre points d'inflexion correspondant à des paliers 
horizontaux, et rappelle par son allure une courbe de titrage. Chaque 
transition d'un palier au suivant correspond en effet probablement à une 
modification bien déterminée de la configuration électrique du car- 
boxyle. 

En milieu très acide, on a uniquement la forme — COOH, corres- 
pondant à un moment dipolaire élevé, ce qui explique une valeur de 
l'ordre de 400 millivolts pour le potentiel de surface. 

Quand le pH augmente, les molécules s'ionisent et les carboxyles 
acquièrent une charge négative : — COO-. Il en résulte d’abord une 
affinité plus grande pour le support qui se traduit par une stabilité de 
la couche pour des pressions plus élevées (augmentation de la pression 
au point d'affaissement). En d’autres termes, la solubilité du carboxyle 
augmente. Elle n'entraîne cependant pas la dissolution, mais renforce 
seulement l'adhésion de la couche au support. La présence de sel diminue 
en effet la solubilité déjà très faible de la chaîne paraffinique dans l'eau 
et empêche l'acide de se dissoudre. 


‘oor ‘d or P? SN"OS ans saagoi? enburud 
2p1D,p Soxreqnoajououout sayonoo sap inod J1oddns np Hd np uonouo; ue JUEUHSSIETE,P quiod ne aoejins 9p jorjuajod np suoreueA — ‘bb ‘IT 


di LL OL 6 8 L 9 G 7 € a L (e) 
OO 


207 


001: 


2 


O0L 


\ 


LES SYSTÈMES PROTÉINE-SEL-EAU 


007 . 


(ANNEXE II, 1057) 


208 J. MOSSÉ (ANNEXE II, 1957) 


D'autre part, l’ionisation a pour conséquence des répulsions électro- 
statiques beaucoup plus fortes entre carboxyles. D'où l'apparition, sur 
les isothermes pression superficielle-aire, d'états moins condensés que 
l'état solide : état mésomorphe, puis état liquide. 

Enfin, en milieu très alcalin, il y a neutralisation et c'est la forme 
— COONa qui prédomine. 

Il resterait à identifier à quels états correspondent les différents 
paliers de la courbe de AV, en fonction du pH. Leur nombre montre 
l'existence de plusieurs états transitoires entre — COOH et — COONàa. 
L/un d’eux est probablement la forme savon acide (— COO),HNa que 
l’on met en évidence dans les courbes de titrage (83 et 84). 


AVa 


(millivolt) ÉD | sa 
IT 
Fe 


FIG. 45. — Variations du potentiel de surface au ons d’affaissement en fonction du pH du support 
pour des couches onmomoléculaires d’hexadé-cylamine étalées sur SO,Nas à 10 p. 100. 


En résumé, l'augmentation du pH du support pour l'acide pal- 
mitique entraîne l'apparition d'états moins condensés (augmentation 
de la pression à aire constante et vice versa) et accroît l’affinité des groupes 
polaires électronégatifs pour leur support. 

Une étude comparable a été faite pour l’hexadécylamine, toujours 
sur des solutions de sulfate de sodium à 10 p. 100. La figure 45 montre 
que le potentiel de surface au point d’affaissement passe par un maxi- 
mum étalé lorsque le pH varie entre 2 et 12. D'abord sensiblement cons- 
tant (560 à 570 millivolt)s entre pH — 2 et pH = 6, il subit une discon- 
tinuité au voisinage de pH — 6, passe par sa valeur maximum voisine 
de 700 millivolts, entre 7 et 8, présente peut-être un premier palier (que 
nous n'avons pas mis en évidence sur la figure 45) vers pH — 9 et décroît 
brusquement et rapidement pour un pH supérieur à 10,5. 
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Ici, les données manquent sur l’électrochimie des amines à chaîne 
longue pour pouvoir interpréter les accidents et les singularités de la 
courbe. 

L'examen des isothermes pression superficielle-aire montre une 
évolution quasi identique à celle constatée pour l’acide palmitique lorsque 
le pH varie, mais en sens inverse : l’isotherme P-A d’hexadécylamine 
tracée à pH — 7 présente exactement la même allure que celle d’acide 
palmitique à pH — 10, et celle d’hexadécylamine tracée à pH = 11 
ressemble à s’y méprendre à celle d’acide palmitique à pH — 6... etc. 
C'est à pH — 8,5 que les deux substances ont même isotherme pour le 
même pH. 


700 


ee, e|SO:(NH<)2 à 10 p.100 
À mtivoin _o|SO4(NH4)2 à 20 p.100 


600 


1 2 3 4 S 6 7 


FIG. 46. — Variations du potentiel de surface au point d’affaissement en fonction du pH du support 
.pour des couches monomoléculaires d'acide aminé aliphatique en Cis étalées sur des solutions 
de SO (NH, )3 


Dans le cas où les deux groupements polaires — COOH et — NH, 
se trouvent simultanément en présence, les phénomènes sont plus com- 
pliqués. Toutefois, en ce qui concerne les variations du potentiel de sur- 
face, on constate que AV, semble, en première approximation, varier 
comme la somme des potentiels de l’acide et de l’amine. C’est tout au 
moins le cas dans la région des pH acides pour laquelle nous avons fait 
des mesures : la figure 46 donne les variations, en fonction du pH du 
support, du potentiel de surface pour l'acide aminé en C;; étalé sur sulfate 
d’ammonium à 10 P. 100 et 20 P. I00. 

Pour la solution à 10 p. 100 de sulfate d'ammonium, le potentiel 
de l’acide aminé augmente lentement de 520 millivolts à 580 millivolts 
entre pH = 1,5 et pH = 6,5, puis diminue au voisinage de la neutralité. 
On constate que la courbe a bien une position intermédiaire entre celles 
des figures 44 et 45. 

L'évolution des isothermes pression superficielle-aire est plus com- 
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plexe : en effet, dans la molécule d'acide palmitique comme dans celle 
d'hexadécylamine, la chaîne paraffinique a un encombrement (section 
droite) plus grand que celui du groupement polaire terminal ; c’est donc 
le diamètre moyen de la chaîne paraffinique qui intervient comme para- 
mètre principal dans l'étude des isothermes pression superficielle-aire. 
Au contraire, dans l'acide 4-aminé, l'encombrement de l'ensemble des deux 


e SO4(NH4)2 à 10 p.100 
F ” 2 
L/4 30 L/4 


x RSA diluée de CI H 


FIG. 47. — res du Nan de a | au Le d’ PE RES en FA du a du sup _. 
pour des couches monomoléculaires d'acide palmitique étalées sur des solutions de SO,(NH,}s. 


groupements polaires devient prédominant. Aussi n'aborderons-nous 
pas la question, étant donné qu'elle s'éloigne beaucoup du cas des pro- 
téines. 


Influence de la concentration saline 
sur des couches de petites molécules. 


Les mêmes mesures en fonction du pH ont été effectuées pour 
différentes concentrations du support en sulfate d'ammonium ou sulfate 
de sodium, avec l'acide palmitique et l'acide aminé. 

La figure 47 est relative au potentiel de surface de couches d’acide 
palmitique étalées sur des solutions concentrées de sulfate d'ammonium, 
Si le nombre des points expérimentaux est trop faible pour déceler les 
discontinuités relevées plus haut avec un support à base de sulfate de 
sodium (fig. 44), on peut en revanche vérifier que les points correspondant 
à 10 p. 100 de sulfate d’ammonium coïncident avec ceux de la figure 44 
relative à du sulfate de sodium. 


Dans ce cas précis, la nature du sel ne semble donc pas intervenir. 
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L'influence de la concentration saline apparaît comme nettement 
plus faible que celle du pH : vers pH = 2, alors que le potentiel au point 
d’affaissement mesuré sur de l’eau simplement acidulée par CIH est de 
360 millivolts, il ne s'élève qu’à 440 millivolts sur une solution à 30 P. 100 
de sulfate d’ammonium ; et les trois courbes qui ont été tracées avec 
l'acide palmitique pour 10, 22 et 30 p. 100 de sulfate d’ammonium ne 
sont séparées les unes des autres que par une dizaine de millivolts. 

Avec l'acide aminé, on est conduit aux mêmes constatations, comme 
le montre la figure 46. 

En réalité, l'influence de la concentration saline sur le potentiel 
de surface n’est faible qu’en apparence : elle semble petite par rapport 
à celle du pH ; mais si on la compare à celle de la concentration en ions 
hydrogène, on aboutit à une conclusion presque inverse, tout au moins 
pour le domaine étroit de concentrations salines où nous avons fait des 
mesures. 

En ce qui concerne l’évolution des isothermes pression superficielle- 
aire, on constate que des concentrations salines croissantes ont même 
effet qu'une augmentation du pH : la couche est plus stable, et la pression 
à aire moléculaire constante augmente. Nous allons voir qu'avec les pro- 
téines, il en est de même pour les isothermes pression superficielle-aire, 
mais que le potentiel de surface est encore beaucoup moins variable 
que pour de petites molécules. 


Étalement des protéines sur des solutions salines. 


. L'étude des couches superficielles à l'interface air-eau ne peut 
être faite quantitativement que si elles sont monomoléculaires. Il est 
donc nécessaire de pouvoir en réaliser un étalement convenable. Dans 
le cas des protéines, cette opération présente des difficultés et exige des 
précautions et des conditions qui ont été précisées par DERVICHIAN (85). 
La solution d’étalement doit avoir une concentration en protéine de 
l’ordre de 10-4 et doit contenir des traces d’alcool isoamylique qui joue 
le rôle de dispersant superficiel. 

Lorsqu'on opère sur un support constitué non plus par de l’eau pure, 
mais par une solution saline concentrée, ces précautions ne sont plus 
nécessaires. 

Nous avons vérifié en effet que d’une part l’alcool isoamylique n'est 
plus indispensable et que d'autre part on peut utiliser des solutions 
d’'étalement environ 10 fois plus concentrées en protéine (jusqu'à 1 
p. 1000). Des isothermes pression superficielle-aire de protéine étalées 
dans ces conditions ont été tracées en faisant varier les quantités déposées 
à la surface de deux façons différentes : par dépôt de volumes variables 
de la même solution de protéine, ou de volumes constants de solutions 
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de protéine à différentes concentrations. En portant, pour différentes 
pressions, l'aire par unité de masse en fonction de la quantité étalée, 
on trouve que, pour une pression déterminée, les points s’alignent sur 
une droite. 

Par conséquent, la tendance des protéines à l’étalement sur une solu- 
tion saline concentrée est très grande. On s’en rend déjà compte en lais- 
sant tomber une goutte de solution d’étalement à la surface d’une solution 
saline saupoudrée de talc : l'expansion de la protéine (en l'absence d'alcool 
isoamylique) est beaucoup plus rapide sur la solution saline que sur de 
l’eau pure. On retrouve ici ce qu’on a vu avec les acides et amines : les 
groupes polaires de la molécule ont une grande affinité pour les ions ou 
les molécules de la solution. 


Couches de protéines étalées sur supports salins à pH 
et concentrations variables. 


Des couches de sérumalbumine étalées sur supports à pH variable 
ont été récemment étudiées par GLAZER et DOGAN (86) en ce qui concerne 
les variations du potentiel de surface au point d’affaissement. Ces auteurs 
obtiennent une courbe en S rappelant beaucoup une courbe de titrage. 
Une étude plus fine des variations du potentiel de surface en fonction 
du pH révélerait probablement des points d'inflexion comme sur les 
courbes de titration. Mais elle exigerait des appareils de mesure d’une 
extrême sensibilité. Aussi n’avons-nous pas repris cette étude de façon 
systématique. | 

Comme pour l'acide, l’amine et l'acide aminé envisagés plus haut, 
les isothermes pression superficielle-aire présentent pour les protéines 
une nette évolution avec le pH (aire minimum au voisinage du point 
isoélectrique). Ce phénomène est déjà connu depuis longtemps (87). 
Mais son amplitude est bien moindre que lorsque c’est la concentration 
saline du support qui varie. Dans ce dernier cas, on peut en effet cons- 
tater un accroissement très net de la pression à aire constante (et de 
l'aire à pression constante). 

Autrement dit, quelles que soient les substances étalées sur solution 
saline : acide, amine, acide aminé, protéine, l'influence de la concentra- 
tion saline sur les isothermes pression superficielle-aire est la même : 
la présence de sel dans le support exalte le caractère amphipathique de 
ces molécules. \ 

Il n’en est pas de même en ce qui concerne l'influence de la concen- 
tration saline sur le potentiel de surface que nous avons étudiée plus 
particulièrement dans le cas des protéines. On trouve en effet une quasi 
constance du potentiel de surface dans un très large domaine de concen- 
trations salines. 
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De la sérumalbumine a été étalée, pour une série de pH différents, 
sur des solutions de sulfate d’ammonium dont les concentrations ont 
varié depuis 10% M jusqu'à la saturation (43 p. 100 en composition, 
soit environ 5 M en concentration). 

Le tableau suivant donne quelques unes des valeurs du potentiel 
de surface dans la région d’affaissement de la couche (pour un support 


d PH =" 4). 


Concentration AVA Composition | AVA 
en sel (millivolt) en sel (p. 100) | (millivolt) 
dP(eau distillée)- =... 300 à 310 CE on OBO ON AE LR 320 
19 MR ER tes 305 CR OU Er RE 340 à 345 
TOME Sade ec RE CE as D DHOBDOD 0 CU TOC 340 
RO Ma aie mm co coce 315 2OP Nec ere 340 
DOM are nenest D 315 AO een ss RG 350 


Entre l’eau distillée et une solution saturée de sulfate d'’ammonium, 
le potentiel de surface varie donc d’environ 40 à 50 millivolts. La sensi- 
bilité du montage utilisé ne permet pas de tracer une courbe de variation 
précise pour une amplitude maximum aussi faible. En première approxi- 
mation, le potentiel de surface augmente régulièrement avec la concen- 
tration saline, sans présenter de discontinuité. 


Isothermes de protéines aux faibles pressions superficielles. 


Au voisinage des pressions de l’ordre de quelques dixièmes de dyne/cm 
les isothermes présentent une allure d’hyperbole (fig. 48). Pour se rendre 
compte de leur évolution lorsque le pH ou la concentration saline du 
support varient, il est commode de transformer en droites ces hyper- 
boles P — f (A). Il suffit par exemple de porter les valeurs du produit 
P x A en fonction de P. Les figures 49 et 50 donnent les transformées 
ainsi obtenues pour quelques valeurs du pH et de la concentration saline. 
Ja première concerne de la sérumalbumine, la deuxième des pseudo- 
globulines. Dans tous les cas (sauf un : sérumalbumine sur SO, (NH): 
à 22 p. 100, pH — 4), on constate que les droites ont une ordonnée à 
l'origine d'autant plus élevée que la concentration saline est plus grande ; 
autrement dit, l’aire moléculaire à pression superficielle constante aug- 
mente avec la concentration saline, ainsi que nous l’avons déjà signalé 
à propos d’isothermes tracées à des pressions plus élevées. 


La méthode de Bull. 


C’est à partir de telles isothermes tracées pour des pressions de quel- 
ques dixièmes de dyne/cm que Buzz. (88) a cru pouvoir déduire des valeurs 
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de la masse moléculaire des protéines étalées. On constate bien en effet 
que l'expérience vérifie la loi : 

P(A-A,) — constante 
dans le domaine étroit envisagé. 

De 1à à écrire que la constante est égale à mRT/M comme on le fait 
pour les mesures de pression osmotique, il n'y a qu'un pas (mm étant la 
masse de protéine étalée, M sa masse moléculaire, R la constante des 
gaz parfaits et T la température absolue). 


P 
(dyne/cm) 


FiG. 48. — Isotherme superficielle de sérumalbumine (étalée sur une solution de SO/{(NH,}:) pour 
de faibles pressions superficielles. 


ression 


2 
rs 
Le) 
4, 
© 
Ü 
3 
à 
© 
D 
=, 
0 
0 
© 
d 
[a 
3 
© 
Q] 
É 


Dans le cas présent, on trouverait ainsi pour M les valeurs suivantes 
que nous donnons sous toutes réserves : 


: Composition du support pH Valeurs 

Érotène en SO/(NHy)e (p. 100) du support de M 
Sérumalbumine............ 0,5 4,8 45 000 
— 22 4,8 32 000 

-- 43 4,8 18 000 

. 43 6,4 35 000 

— 22 4,4 36 000 
Pseudoglobulines .......... 43 6,4 18 000 
— 24 44 30 000 
_ 12 44 35 000 


En fait, on a le droit d'appliquer cette méthode à la mesure des 
masses moléculaires à une condition : la couche monomoléculaire doit 


(ANNEXE II, 1957) LES SYSTÈMES PROTÉINE-SEL-EAU 215 


être dans un état comparable à l'état gazeux (au point de vue distance 
intermoléculaire) et avoir une densité superficielle suffisamment faible 
pour que les interactions entre les molécules de la couche soient négli- 


Valeurs 
du produit 


Sur SO, (NH4)2 à 05% pH=48 
” DATI TICA 
/' 43% 48 
7 r 64 
7) u 44 


Pression superficielle P 
(en décidyne /cm) 


0 2 4 
FIG. 49. — Variations du produit P x A en fonction de P pour des couches monomoléculaires de 
sérumalbumine (cheval) à des pressions comprises entre o,1 et 0,6 dyne/cm. 


geables. Cette condition est remplie aux très basses pressions (quelques 
centièmes de dyne/em ou moins). On doit d’ailleurs à GUASTALLA (89) 
la mise au point d’une méthode permettant l'établissement, pour des 
pressions de l’ordre de 10° à 10% dyne/cm, d’isothermes dont on peut 
déduire des valeurs des masses moléculaires : un travail récent (90) 
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a ainsi permis d'étudier les variations de la masse moléculaire de l’hémo- 
globine en fonction du pH du support. 

Mais lorsque la pression atteint quelques dixièmes de dyne/cm, 
les interactions ne sont plus du tout négligeables et on sort complètement 
des limites de validité de l'équation : 


Valeurs 
du produit 
PxA 


° Sur SO4(NH4)2 à 43% pH=264 
24% 44 
22% 44 


Pression superficielle P 
(en décidyne/cm) 


3 4 S 


FiG. 50. — Variations du produit P X A en fonction de P pour des couches monomoléculaires de 
pseudoglobulines à des pressions comprises entre 0,1 et 0,6 dyne/cm. 


Quant au fait que l’isotherme superficielle soit encore une hyperbole 
équilatère dans ce domaine de pressions, c’est une pure coïncidence, ou 
plus exactement c’est dû au fait que l’on prend un segment suffisamment 
petit de cette isotherme pour qu'elle satisfasse à l'équation 

P(A-A;) — constante 


dans l'intervalle restreint considéré. 
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Si en effet on choisit un intervalle plus large, on constate que l’'équa- 
tion n’est plus vérifiée. 

D'autre part, on a remarqué que les valeurs trouvées pour M dans 
ces conditions dépendent de la quantité initiale de protéine étalée (or). 

11 ne semble donc pas que la méthode de BULz soit valable, et il 
est injuste et inexact de la confondre avec celle de GUASTALLA. 


2. — Discussion. 


Les résultats que nous avons obtenus seront d’abord comparés à 
ceux déjà établis dans les mêmes domaines par d’autres auteurs. Nous 
chercherons ensuite à les interpréter et nous en dégagerons les consé- 
quences en ce qui concerne le problème de la précipitation des protéines 
par les solutions salines concentrées. 


Courbes potentiel de surface — pH et courbes de titration. 


L'étude des variations du potentiel de surface avec le pH du support 
a été entreprise pour la première fois par SCHULMAN et HUGHES (92) 
avec des couches monomoléculaires d'acide myristique. La courbe que 
nous avons établie pour l’acide palmitique présente la même allure 
générale que celle trouvée par ces auteurs. On retrouve sensiblement 
les mêmes valeurs pour le potentiel de surface : un large palier à environ 
400 millivolits entre pH = 1 et pH = 3,5, et une décroissance rapide du 
potentiel entre pH = 5 et pH — 10, avec changement de signe vers 
pH = 9,5. 

L'accord excellent montre qu’une différence de 2 atomes de carbone . 
dans la longueur de la chaîne influe peu sur la valeur du potentiel de sur- 
face qui dépend essentiellement de la configuration du carboxyle terminal. 
Toutefois le nombre relativement grand des mesures que nous avons 
faites et la sensibilité de notre dispositif d'enregistrement du potentiel 
de surface nous ont permis de mettre en évidence une série de paliers 
dont l'existence justifie pleinement l’analogie des courbes AV, -- pH 
avec les courbes de titrage. 

Un travail dû à LoTTERMOSsER et GHOSE (83) a en effet révélé dès 
1937 que les courbes de titrage des acides gras par la soude présentent 
plusieurs paliers et points d’inflexion ; et une étude récente (84) a permis 
d’en préciser la position et d’en donner une interprétation partielle : 
en particulier l'existence de la forme savon acide (RCOO),HNa a pu 
être ainsi démontrée. | 

Lorsque le support est constitué par de l’eau très pure (environ 
10% mho), donc dépourvue d’ions minéraux, il semble que la variation 
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du potentiel de surface avec le pH soit beaucoup plus régulière : SANDERS 
et SPINK trouvent que le potentiel décroît linéairement (93), tandis que 
la même chute brusque détectée par SCHULMAN et HUGHES réapparaît 
dès que le support contient des traces de calcium. Ceci montre une fois 
de plus la sensibilité du potentiel de surface aux interactions entre les 
groupements polaires et les ions du support. 

Ces interactions se manifestent de la même façon lorsque les grou- 
pements polaires sont, non plus ceux d’une petite molécule aliphatique, 
mais ceux d’une molécule protéique (86). 


L'influence du sel sur les couches superficielles de protéine. 


En ce qui concerne le potentiel de surface, il n'existe guère, à notre 
connaissance, de travaux ayant envisagé l'influence de la concentration 
saline. HAMAGUCHI et ISEMURA (94) ont récemment étudié l’évolution, 
en fonction de la concentration saline du support, des isothermes (P-A) 
d’un polypeptide de synthèse étalé sur des solutions de chlorure de potas- 
sium. Ils trouvent une augmentation de l'aire à pression constante avec 
la concentration saline, résultat corroboré par les expériences que nous 
avons faites. Mais ces auteurs opèrent seulement avec de faibles concen- 
trations salines (moins de 2 p. 100 de CIK). 

D'une façon générale, on constate donc que le support tend à favo- 
riser l'étalement des protéines, et que les couches superficielles protéiques 
évoluent vers des états d'autant moins condensés que la concentration 
saline est plus grande. 

Ces phénomènes peuvent s’interpréter en revenant aux définitions 
des grandeurs mesurées. 

Aïnsi que l’a montré pour la première fois DERVICHIAN (095), la pres- 
sion superficielle a pour expression théorique : 


P = Wys-W 


W étant l'énergie d'adhésion du corps B (étalé en couche monomolé- 
culaire) pour la solution support A, et W, l'énergie de cohésion de la 
substance étalée. 

On constate donc expérimentalement que la différence W,s-W, 
augmente avec la concentration saline du support. Il est possible de 
rendre compte de cette augmentation de P : on sait en effet d’une part 
que W, diminue et d'autre part que W,, varie peu. 

L'apparition d'états moins condensés quand la concentration saline 
croît dans le support, ainsi que la facilité d’étalement des protéines sur 
les solutions salines sont en effet des indices de la diminution dela cohésion. 
L'augmentation de l'aire à pression constante prouve que W, décroît. 
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En ce qui concerne W,,, la question est plus délicate : on ne sait 
pas dans quel sens varie l'énergie d'adhésion avec des supports de plus 
en plus concentrés. 

_ Ilest possible que W,, augmente doucement : dans ce cas, les molé- 
cules étalées deviendraient de plus en plus solubles et la couche de moins 
en moins stable. À 

Il est beaucoup plus probable que W;, diminue, ce qui justifierait 
doublement une stabilisation de la couche. 

Quoi qu'il en soit, une chose semble prouvée : W,, varie peu avec 
la concentration saline du support. On a vu en effet combien les interac- 
tions entre les groupements polaires et le support sont peu sensibles à 
la concentration saline (faible variation du potentiel de surface). 

On comprend donc que la différence Wis-Wn augmente sur milieu 
salin. 

Ces quelques renseignements ne suffisent pas pour donner une image 
complète de la précipitation des protéines par les solutions salines 
concentrées mais apportent néanmoins quelques précisions. 


La précipitation des protéines par les solutions salines concentrées. 


L'état actuel des connaissances sur la structure des protéines permet, 
sans trop s’aventurer, d'adopter pour la molécule protéique dissoute 
au sein d’une solution aqueuse le schéma suivant : une chaîne polypep- 
tidique plus ou moins ramifiée — ou plusieurs chaînes polypeptidiques 
côte à côte — avec leurs groupements polaires tournés vers les molécules 
ou les ions de la solution ; au voisinage de ces groupements polaires, une 
couche d’eau, du type « eau liée » dont nous avons démontré l'existence 
et mesuré la proportion; plus extérieurement, un certain nombre de 
couches compagnes, d’eau ou de solvant constituées par des molécules 
facilement échangeables (solvant « hydrodynamiquement lié »).…. 

Lorsque la concentration saline augmente, la précipitation est le 
résultat de deux processus simultanés. 

Les attractions entre parties homologues des molécules protéiques 
(entre groupements polaires d’une part; entre parties parafliniques 
d’autre part) entrent en jeu en provoquant l'agrégation des molécules 
entre elles. 

En même temps se produit un départ de sel et d’eau, et la solution 
saline ainsi éliminée partiellement a pour concentration celle du sel dans 
l’eau libre du mélange global. 
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3. — Conclusions. 


L'étude de couches monomoléculaires de protéines sur des solutions 
salines à pH et concentration variables a montré, en somme, que la 
cohésion des molécules étalées diminue quand la concentration saline 
du support augmente. Ce résultat est général pour toutes les molécules 
amphipathiques étudiées : protéines, acides gras, amine grasse, acide 
aminé aliphatique. 

On a montré incidemment que les variations du potentiel de surface 
en fonction du pH du support présentent une série d’inflexions corres- 
pondant à celles trouvées dans les courbes de titrage. 

La quasi constance du potentiel de surface de couches de protéines 
étalées sur supports à concentration saline variable conduit à penser 
que les interactions entre les groupements polaires et la solution saline 
varient peu avec la concentration saline du support. 

Ces résultats nous ont amené à proposer un mécanisme du relargage 
des protéines par les sels basé sur la désolvatation. 


CONCLUSION GÉNÉRALE 


Au cours de cette étude, nous avons pu dégager un certain nombre 
de conclusions qui ont été résumées à la fin des différents chapitres. 

On peut constater que beaucoup de résultats obtenus ont pour 
origine l’idée initiale d'étudier la précipitation des protéines par les solu- 
tions salines comme un équilibre de phases : l'étude des diagrammes 
ternaires a exigé certes un travail assez laborieux ; elle nous a conduit à un 
exposé ingrat, d’une lecture abstraite et que nous regrettons de n'avoir 
pas su rendre plus aisée ; mais elle s’est révélée extrêmement fructueuse. 

En particulier, les analogies et les différences ont pu être dégagées 
entre les diagrammes ternaires relatifs à trois constituants purs et bien 
définis, d’une part, et les diagrammes du type protéine-sel-eau pour 
lesquels un des constituants est formé par des macromolécules de struc- 
ture et de propriétés voisines mais non identiques, d'autre part. Compa- 
raison qui a montré une fois de plus comment la chimie colloïdale rentre 
dans le cadre de la chimie classique, tout en nous en révélant des aspects 
nouveaux. La porte est maintenant ouverte à des études similaires avec 
des polymères de caractéristiques connues ; les raisons des contradictions 
apparentes dans l'application de la règle des phases que nous avons déjà 
cru pouvoir suggérer seront alors précisées. 

C'est également grâce aux diagrammes ternaires, par une extension 
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de leur emploi aux équilibres avec membrane, qu'il a été possible de mettre 
en évidence d’une manière directe et d'étudier quantitativement l’eau 
liée aux protéines en solution. I,e problème de l’hydratation des protéines 
revient au premier rang des préoccupations physicochimiques depuis 


\ 


quelques années. Le fait qu’une molécule protéique puisse être liée à 
environ un tiers de son poids d’eau exigera de reconsidérer un certain 
nombre de résultats tels que ceux donnés par la diffusion moléculaire 
(évaluation des masses moléculaires), la viscosité (mesure de la taille 
des particules), ete. En même temps, l'étude de l'influence des diffé- 
rents ions minéraux que nous avons à peine ébauchée permettra sans 
doute d'aborder sous un nouvel aspect le problème de la structure des 
protéines dans le protoplasme en relation avec leurs propriétés physiolo- 
giques et biochimiques. 


RÉSUMÉ 


En vue de pénétrer le mécanisme de la précipitation des protéines par 
les sels, on a procédé à l'étude de couches monomoléculaires de protéines. 

On a d’abord réalisé un nouveau montage permettant des mesures du 
potentiel de surface. On a ensuite tracé de nombreuses isothermes pression 
superficielle — aire moléculaire et potentiel de surface — aire moléculaire avec 
des protéines et des molécules amphipathiques similaires plus simples étalées 
sur des solutions salines de pH et de concentration variables. 

On a trouvé une très faible variation de potentiel de surface avec. la 
concentration saline du support, ce qui conduit à penser que les interactions 
entre les groupements polaires et la solution saline sont peu sensibles à la 
concentration saline du support. On a montré d'autre part que l'augmentation 
de la concentration saline tend à accroître le caractère amphipathique des 
molécules étalées en diminuant leur cohésion dans la couche superficielle. 


SUMMARY 


Monolayers of proteins were investigated with a view to establish the 
mechanism of protein precipitation by salts. À device for measuring the surface 
potential was developped and several isotherms were determined of surface 
pressure — molecular area, and surface potential — molecular area of proteins 
and of other simpler amphipathetic molecules spread on saline solutions of 
different pH values and concentrations. 

There was a very slight variation of surface potential with the salt concentra- 
tion of the substrate, suggesting that the interactions between polar groups and 
saline solution are only slightly affected by the concentration of the salt in 
the substrate. Increasing concentrations tended to increase the amphipathetic 
caracteristics of the molecules by decreasing the cohesion of the monolayer. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Um das Prozess der durch Salz Ausfällung der Proteinen zu erklären, 
wurden monomolekulare Schichte von Proteinen untersucht. 
Zuerst wurde ein neuer Apparat für Messungen der Oberflächenpotential 
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gebaut. Mit diesem Apparat wurden zahlreiche Diagramme von Oberflächen- 
schub und Oberflächenpotential in bezug auf Molekülfläche für auf Salzlôsungen 
von verschiedenen Salzkonzentration und pH gespreitete Proteinen und kleinere 
Stoffe (Z. B. Fettsäure) registriert. 

Eine sehr leichte Veränderung des Oberflächenpotentials in Bezug auf 
Salzkonzentration des Substrats wurde gefunden. So denkt man dass die Inter- 
aktionen zwischen polare Gruppen und Salzlôsung von Salzkonzentration 
sehr leicht abhängen. Es wurde auch gezeigt dass Erhôhung der Salzkonzentra- 
tion die Kohesion der gespreiteten monomolekularen Filme vermindert. 
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